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O homem científico não pretende alcançar um resultado imediato. Ele não 
espera que suas ideias sejam imediatamente aceitas. Seus trabalhos são como 
sementes para o futuro. Seu dever é lançar as bases para aqueles que estão por vir 
e apontar o caminho.  
O dia em que descobrirmos exatamente o que é a eletricidade, isso irá marcar um 
evento provavelmente maior, mais importante que qualquer outro na História da 
Humanidade. Então, será apenas uma questão de tempo para que o Homem 
consiga ligar suas máquinas diretamente à própria natureza.  









A obesidade é caracterizada pelo acúmulo excessivo de tecido adiposo branco 
corporal, com etiologia complexa e multifatorial. Dentre os mecanismos 
fisiopatológicos da doença, sabe-se que a hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos 
desencadeia um quadro de inflamação crônica de baixo grau, com consequências 
sistêmicas. Estas alterações, geradas pelo aumento do estresse celular podem ser 
verificadas por meio de alterações moleculares importantes, sendo um dos 
processos afetados a autofagia, um processo de degradação fundamental à 
homeostase, com efeitos distintos em diferentes células. No tecido adiposo, o 
aumento da autofagia pode estar relacionado à hipertrofia e hiperplasia dos 
adipócitos, ao estresse celular e à inflamação. Desta forma, a investigação de 
compostos que possam contribuir na diminuição deste processo no tecido parece 
ser uma estratégia de combate à obesidade. Neste cenário, inserem-se os 
benefícios do consumo das substâncias bioativas presentes em alimentos. A 
jabuticaba (Myrciaria sp.), fruta nativa da América do Sul, é rica em flavonoides em 
sua casca, o que resulta em efeitos positivos à saúde, como a redução do estresse 
oxidativo, da peroxidação lipídica e benefícios cardiovasculares. O objetivo deste 
estudo foi avaliar o efeito da suplementação de casca de jabuticaba liofilizada, na 
dieta ou na forma de extrato, sobre a modulação do processo autofágico em tecido 
adiposo de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta hiperlipídica ou 
normolipídica. A suplementação foi realizada por duas vias: por meio de 
suplementação de 4% de casca em dieta, por 4 semanas, ou através da 
administração diária de extrato hidroetanólico da casca, via gavagem 
(aproximadamente 10mL/kg de peso de animal ao dia), por 6 semanas. Com base 
nos resultados obtidos, verificou-se que a administração de casca de jabuticaba foi 
efetiva na redução da sinalização da autofagia (menor concentração das proteínas 
Beclin-1 e LC3BII e aumento da concentração da proteína SQSTM/p62) em tecido 
adiposo epididimal, nas duas formas de tratamento, em animais alimentados com 
dieta hiperlipídica. Contudo, a dose diária necessária de extrato foi inferior à 
quantidade de casca de jabuticaba ingerida pela suplementação, o que torna o 
consumo do extrato mais potente. Além da modulação autofágica em tecido adiposo, 
verificou-se que o extrato de casca de jabuticaba melhorou o perfil lipídico e 
aumentou a sensibilidade à insulina em camundongos alimentados com dieta 
hiperlípidica.  
 








The obesity is characterized by excessive accumulation of white adipose tissue, with 
complex and multifactorial etiology. Among the disease’s physiopathological 
mechanisms, the adipocyte hypertrophy and hyperplasia are known to trigger a 
chronic low-grade inflammation, with systemic consequences. These alterations, 
generated by the increase in cellular stress can be verified with the help of important 
molecular changes. One of the processes affected is the autophagy, a fundamental 
mechanism of cellular degradation important to the homeostasis and with different 
effects in each cell type. In adipose tissue, increased autophagy is related to 
adipocyte hypertrophy and hyperplasia, cellular stress, and inflammation. In this way, 
the investigation of compounds that may contribute to the reduction in this process 
could be a strategy for obesity combat. In this way, the benefits of bioactive 
compounds consumption presents in food are inserted. Jaboticaba (Myrciaria sp.) is 
a native fruit from South America rich in phytochemicals in the peel, whose 
consumption results in improved health effects, such as reduction of oxidative stress, 
lipid peroxidation, and cardiovascular benefits. The objective of this study was to 
evaluate the effect of freeze-dried jaboticaba peel or its extract under the autophagy 
modulation in adipose tissue of C57BL/6 mice fed with high-fat or normocaloric diet. 
The supplementation was performed by two ways: through whole freeze-dried 
jaboticaba peel in diet, for 4 weeks, or through gavage of freeze-dried jaboticaba peel 
hydroethanolic extract (approximately 10mL/kg mice weight).  The results showed 
that jaboticaba peel was effective in the reduction of autophagy signalization 
(reduction in the concentration of Beclin-1 and LCBII protein and increase in the 
concentration of SQSTM/p62 protein) in epididymal adipose tissue, in both forms of 
treatment, in animals fed with high-fat diet. However, the dose required for extract 
was lower than the amount of jaboticaba peel ingested by supplementation, what do 
the extract consumption more potent. In addition to autophagy modulation in adipose 
tissue, jaboticaba peel extract improved the lipid profile and increased the insulin 
sensitivity in mice fed a high-fat diet. 
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A autofagia (auto = próprio; fagia = alimentar-se de) é um processo 
catabólico, evolutivamente conservado e ativado em diferentes situações fisiológicas 
e patológicas de modo a promover a degradação lisossomal de componentes 
celulares, em situações de estresse (1). Neste contexto, a obesidade e o sobrepeso 
relacionam-se com o aumento do estresse em tecido adiposo, cujos mecanismos de 
remodelagem, hipertrofia e hiperplasia dos adipócitos estão associados ao 
desenvolvimento de uma inflamação crônica de baixo grau, com ativação do NFκβ e 
aumento da expressão de fatores pró-inflamatórios, como a MCP-1 e IL1β ,TNFα, 
resistência a insulina, maior liberação de ácidos graxos livres e aumento do estresse 
oxidativo (2; 3). Recentemente, pesquisas verificaram que o aumento do processo 
autofágico, em consequência do incremento de tecido adiposo, está relacionado ao 
aumento da massa do tecido e que a deleção de genes autofágicos específicos 
resulta em diminuição do volume de tecido adiposo, maior sensibilidade à insulina e 
resistência a obesidade induzida por dieta hiperlipídica (4; 5).  
Estudos prévios demonstraram que a suplementação de dietas 
experimentais com frutos ou cascas de frutos, ricos em compostos bioativos, pode 
exercer efeitos sobre marcadores moleculares de inflamação no tecido adiposo e 
melhorar o estresse oxidativo em animais alimentados com dieta hiperlipídica, 
relacionando-se com melhora de características fenotípicas da obesidade, como a 
diminuição da adipogênese e resistência à insulina (6; 7). Neste cenário, a casca de 
jabuticaba parece exercer efeitos positivos à saúde in vivo, por meio da redução de 
estresse oxidativo, em plasma e fígado, (8; 9), melhora da sensibilidade à insulina 
(10) e aumento dos níveis de HDL-colesterol sanguíneos (11) e, mais recentemente, 
efeitos sobre o peso corporal e de tecido adiposo epididimal (9) causados por dieta 
hiperlipídica. Estes achados revelam os benefícios da suplementação de casca de 
jabuticaba sobre obesidade e comorbidades em caráter fenotípico, contudo estudos 
envolvendo a modulação de mecanismos moleculares em diferentes tecidos e 
células pelo consumo da casca são incipientes (10; 12).  
Por meio da caracterização da composição química, percebe-se que a 
casca de jabuticaba (Myrciaria sp.), fruta nativa da América do Sul, apresenta alto 





antocianinas (responsáveis pela cor escura), com predominância da cianidina-3-O-
glicosídeo (14) e taninos (responsáveis pela adstringência), principalmente o ácido 
elágico (15) e baixo conteúdo de açúcares simples, lipídeos e proteínas(16), 
tornando-a de fato interessante para consumo alimentar, tanto em forma de 
suplementação de dieta (o que inclui o consumo de fibras e seus benefícios) ou por 
meio da aplicação de extração para compostos fenólicos, aumentando a 
concentração destes.  
Sendo a autofagia um mecanismo molecular inerente à vida e diretamente 
relacionada com o desenvolvimento da obesidade em tecido adiposo, a modulação 
do processo por meio de compostos bioativos oriundos da casca de jabuticaba pode 
estar relacionada à diminuição da adipogênese e inflamação em tecido adiposo, 
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 Avaliar o efeito da casca de jabuticaba liofilizada sob a modulação do 




 Realizar a caracterização química e atividade antioxidante da 
casca de jabuticaba integral e extrato hidroetanólico de casca de jabuticaba; 
 Analisar o efeito da suplementação de casca de jabuticaba 
liofilizada integral ou extrato de casca de jabuticaba sobre a concentração de 
proteínas marcadoras da autofagia (BECLIN-1, LC3BII e SQSTM/p62) e do fator 
quimiotático de monócitos (MCP-1) em tecido adiposo epididimal (visceral) e inguinal 
(subcutâneo) de animais alimentados com dietas experimentais normocalóricas ou 
hipercalóricas; 
 Avaliar características histopatológicas do fígado de animais 
alimentados com dieta normocalórica e hipercalórica, suplementados diariamente 
com extrato de casca de jabuticaba ou água potável, via gavagem; 
 Analisar o efeito do extrato de casca de jabuticaba sobre o perfil 



























1. A obesidade e o sobrepeso: um problema de saúde pública 
 
O aumento exponencial nas taxas de sobrepeso e obesidade tornou-se 
uma preocupação mundial. Entender como se deu o “estopim” para tal epidemia é 
algo complexo: perspectivas oriundas da própria evolução vêm sendo estudadas 
para tentar explicar mecanismos genotípicos que favoreçam o acúmulo de gordura, 
especialmente em forma de tecido adiposo.  
Uma destas hipóteses é que o acúmulo de gordura era tido como uma 
“vantagem adaptativa” no passado, quando existiam períodos de escassez de 
alimentos; ou seja, a seleção de genes que favorece a deposição de gordura e um 
metabolismo “poupador” seria fundamental à vida dos indivíduos em épocas de 
fome, como acontece com outros mamíferos que hibernam (1). Entretanto, como 
viés, sabe-se que atualmente a obesidade e comorbidades estão relacionadas ao 
aumento de índices de mortalidade no mundo (2).  
  Atualmente se tem maior clareza da importância dos fatores externos 
na gênese da obesidade. Dentre estes fatores estão o fácil acesso a alimentos com 
alta densidade energética, especialmente os ricos em açúcares simples e gorduras 
(motivado pela oferta e marketing), e o aumento do sedentarismo (3).  
Por definição da Organização Mundial de Saúde (OMS), obesidade e 
sobrepeso significam o acúmulo anormal ou excessivo de gordura corporal, sendo 
geralmente causada pelo desbalanço entre a energia consumida e a energia gasta. 
A OMS classifica o sobrepeso e a obesidade em adultos somente segundo índice de 
massa corporal (IMC), cujo resultado maior ou igual a 25kg/m²  indica sobrepeso e 
maior ou igual a 30kg/m², obesidade (4).  
Estudos epidemiológicos demonstram um aumento significativo neste 
índice em todos os continentes. Dados da OMS estimaram que em 2014, mais de 
1,9 bilhões de indivíduos com 18 anos ou mais estavam acima do peso – 
correspondendo em média a 39% dos adultos no mundo. Deste percentual, mais de 
600 milhões eram considerados obesos - em média 13% (4).  Trabalho publicado 
por pesquisadores em saúde pública associados à NCD Risk Factor Collaboration 
(NCD-RisC) analisando estudos de base populacional que tenham medido IMC de 
homens e mulheres em 200 países entre 1975 até 2014, contando com dados de 





na média do IMC com o passar dos anos (de 21,7kg/m² para 24,2kg/m² para 
homens e de 22,1kg/m² para 24,4 kg/m² para mulheres), média esta muito próxima 
ao IMC que indica sobrepeso. Ainda, a prevalência da obesidade apresentou 
aumento de 3,2% em 1975 para 10,8% em 2014 para homens e de 6,4% para 
14,9% para mulheres (2). Se mantida esta tendência, números ainda mais 
alarmantes poderão ser verificados nos próximos anos.  
No Brasil, dados do Vigitel (Vigilância de fatores de risco e proteção para 
doenças crônicas por inquérito telefônico) demonstraram a frequência de excesso de 
peso e obesidade segundo IMC em todas as capitais brasileiras (Tabela 1). Estes 
índices foram mais prevalentes em indivíduos com menor escolaridade e em adultos 
com faixa etária de 55 a 64 anos (5). 
 
Tabela 1: Percentual de adultos com excesso de peso, total e por sexo, por capital dos 







Com base nestes dados, percebe-se que aproximadamente metade da 
população brasileira avaliada apresenta excesso de peso, segundo IMC. Por isso, a 
investigação dos mecanismos fisiopatológicos da obesidade e a busca de 
estratégias para o combate, bem como o incentivo a hábitos de vida saudáveis, são 
fundamentais para melhoria deste cenário.   
2. Obesidade e sinalização celular 
 
Para além da função de principal reserva energética do corpo, atualmente 
sabe-se que o tecido adiposo branco é metabolicamente ativo e que a obesidade 
está associada com a ativação de rotas de sinalização inflamatórias, resultando na 
atração e acúmulo de macrófagos, além da produção anormal de citocinas 
(conhecidas como adipocinas, por serem secretadas por adipócitos ou outras células 
localizadas na fração estromal do tecido), gerando um desbalanço entre citocinas 
pró-inflamatórias e anti-inflamatórias. Na obesidade, a hipertrofia e hiperplasia do 
tecido, bem como a quimiotaxia de monócitos, leva a uma secreção contínua, de 
baixo grau, de substâncias inflamatórias pelo tecido adiposo, sendo este estado um 
possível elo entre obesidade e outras doenças metabólicas, como resistência a 
insulina, diabetes tipo 2 e doenças cardiovasculares (6, 7). 
Um mediador inflamatório primariamente produzido e secretado pelo 
tecido adiposo hipertrófico e hiperplásico é o fator quimiotático de monócitos – MCP-
1, responsável pela quimiotaxia de monócitos do sangue ao tecido, onde estes são 
diferenciados em macrófagos e tornam-se capazes de secretar substâncias pró-
inflamatórias, como o fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucinas do tipo 1, 
como a IL-1 beta e IL-6 (6, 8, 9). Além das citocinas secretadas pelos macrófagos 
infiltrados, em nível de adipócito, a ativação de vias como a IKK/NFκβ também é 
responsável pelo aumento da expressão e secreção de fatores inflamatórios (10), o 
que favorece ainda mais a inflamação crônica subclínica no tecido.   
Por outra via, estas alterações estruturais do tecido adiposo branco 
também se relacionam com características patológicas da doença. Isto porque o 
aumento do volume (hipertrofia) e do número de adipócitos (hiperplasia) está 
relacionado com uma redução da oxigenação no tecido adiposo. A resposta celular a 





sinalização, quando ativada, leva a um aumento da expressão de genes envolvidos 
com a angiogênese, proliferação celular e apoptose, favorecendo ainda mais a 
expansão do tecido e recrutamento de fatores inflamatórios (11). A figura 1 
demonstra a algumas das mudanças provocadas pela hipertrofia e hiperplasia dos 
adipócitos, com especial ênfase ao recrutamento de fatores inflamatórios. 
Tanto a inflamação como a hipóxia causam uma condição de estresse 
celular aos adipócitos, o que pode alterar ou até tornar mecanismos celulares 























Figura 1: Modificações provocadas pelo ganho de peso sobre o tecido adiposo branco 
Fonte: Gustafson, Hammarstedt (12) 
 
3. Autofagia e obesidade 
 
A autofagia é um processo catabólico, evolutivamente conservado e 
primariamente ativado pela escassez de nutrientes (13), paradoxalmente diversos 
autores têm verificado que o aumento da expressão de genes relacionados com a 





distribuição dos depósitos de gordura e hipertrofia dos adipócitos, sugerindo um 
aumento do fluxo autofágico neste, decorrente do sobrepeso (14, 15, 16, 17). 
Se por um lado, é possível verificar a modulação do processo autofágico 
em consequência ao incremento do tecido adiposo na obesidade, por outro lado a 
deleção específica de genes autofágicos no tecido adiposo resulta em um 
camundongo magro, com sensibilidade à insulina aumentada e resistência à 
obesidade induzida por dieta (18). Dessa forma, a autofagia poderia agir numa via 
de mão dupla, regulando e sendo regulada pelo estímulo à diferenciação e 
consequente expansão do tecido adiposo. A autofagia encaminha constituintes 
celulares, como organelas danificadas, proteínas e patógenos intracelulares, para 
degradação lisossomal e tem importância essencial na manutenção da homeostase 
(19), cuja ativação se dá em diferentes situações, como estresse  (20). 
Existem diferentes tipos de autofagia, incluindo macroautofagia, 
microautofagia e autofagia mediada por chaperona (13). A macroautofagia, objeto do 
presente projeto envolve a formação de vesícula (autofagossomo) e degradação de 
conteúdos citoplasmáticos nos lisossomos e constitui-se no principal sistema de 
degradação celular e será referido como autofagia (19). O processo autofágico 
requer a participação de diferentes proteínas e complexos, chamados Atg-proteins 
(17, 18) e é constituído por três etapas: Iniciação, nucleação e fechamento. A etapa 
de iniciação é controlada pelo complexo ULK1-Atg13-FIP200, sendo que a mTOR 
(Serina/Treonina mammalian target of rapamycin complex), integrante da via de 
sinalização do complexo mTORC1, é o principal inibidor e regulador negativo de 
autofagia (18, 21). Já na etapa de nucleação, o complexo Beclin-1- classe III 
fosfatidilinositol 3-quinase, incluindo o Beclin-1, VPS34 (classe III PI3K), Vps15, 
Atg14L e Ambra-1, exercem papel regulador. Por fim, a etapa de fechamento 
envolve dois sistemas: o primeiro é a conjugação do Atg-12-Atg5 mediado por duas 
ligases: Atg7 e Atg10. A Atg5 também se associa com a Atg16 para formar o 
complexo Atg12-Atg5-Atg16. O segundo sistema envolve a clivagem da LC3 (Atg8) 
por Atg4, levando a forma solúvel LC3-I, que é conjugada com a 
fosfatidiletanolamina através da participação de Atg7 e Atg3. Esta conjugação de 
lipídeos forma a dupla membrana autofágica que associada a LC3-II permite o 





A figura 2 demonstra, de maneira simplificada, as principais proteínas que 
fazem parte da via de sinalização celular da macroautofagia. 
Figura 2: Via de sinalização da macroautofagia dividida nas 3 etapas principais: Iniciação 
(formação do fagóforo),  nucleação   e elongação/fechamento do vacúolo autofágico. Fonte: 
Lavallard, Meijer (19) 
 
4. Jabuticaba: Caracterização e possíveis efeitos a saúde  
 
Ao longo do processo evolutivo, com o intuito de proteger-se de possíveis 
parasitas e predadores, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa química 
para sobrevivência, atração de animais polinizadores e dispersão de sementes, por 
meio de produtos de metabolismo secundário, as substâncias fitoquímicas e/ou 
bioativas (22). 
Devido à longa extensão territorial e zonas de clima tropical e temperado, 
o Brasil possui diferentes espécies de árvores frutíferas nativas e exóticas.  Estas 
espécies são capazes de oferecer alternativas em alimentos ricos em nutrientes e 
substâncias bioativas, sendo que muitas ainda podem ser utilizadas como matéria-





produção agrícola brasileira ser baseada em extensas áreas de monocultura, muitas 
destas espécies são subaproveitadas economicamente (23). 
Dentre estas espécies está a jabuticabeira. A jabuticaba (gênero 
Myrciaria) pertence a família Myrtaceae e possui distribuição em vários biomas 
brasileiros, como a Floresta Amazônica, Caatinga, Cerrado,  Mata Atlântica e 
Pampa, sendo a Myrciaria cauliflora a espécie mais difundida no território brasileiro, 
cultivada principalmente nos estados de São Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e 
Espírito Santo.  Apesar de não ser o único, o período de safra principal ocorre entre 
outubro e novembro, sendo frequente seu consumo in natura. A fruta apresenta 
polpa branca, de sabor doce e casca escura, de sabor adstringente, Devido à alta 
perecibilidade, o processamento industrial, por meio da fabricação de sucos, geleias 
e licores torna-se uma alternativa interessante para melhor aproveitamento da 
matéria-prima íntegra (22). Graças ao elevado conteúdo de compostos fenólicos na 
casca, como o pigmento antocianina (que confere coloração arroxeada 
característica) e os elagitaninos (como o ácido elágico), a jabuticaba tem sido 
considerada um alimento com propriedades funcionais  (22, 23, 24, 25).   Estudos 
envolvendo esta parte do fruto indicam que a presença destes compostos bioativos 
confere seus efeitos biológicos, como atividade antimutagênica e antiproliferativa 
(26), redução do estresse oxidativo em plasma e diferentes órgãos (27, 28, 29), da 
peroxidação lipídica (28,29), confere benefícios cardiovasculares (30). Assim, devido 
suas propriedades funcionais, a viabilização do consumo desta parte do fruto torna-
se uma alternativa interessante, tanto in natura como de uma maneira que preserve 
as propriedades bioativas, que é o caso da liofilização (28, 29).   
Estudos utilizando a casca de jabuticaba liofilizada têm demonstrado que, 
devido ao grande conteúdo de compostos fenólicos, como antocianinas e taninos 
(como o ácido elágico), alta capacidade antioxidante (in vitro e in vivo) o que pode 
ser responsável a benefícios à saúde. A tabela 2 apresenta estudos envolvendo a 
extração de jabuticaba e compostos fenólicos predominantes, capacidade 










Tabela 2: Estudos envolvendo casca de jabuticaba liofilizada, compostos 
majoritários e efeitos à saúde.  
Solventes 
Compostos 
identificados (por g 
de amostra seca) 
Atividade 
antioxidante 
in vitro  










glicosídeo 6,35 mg/g  
- 
Ratos Wistar alimentados com 2% 
de casca adicionada a dieta 
normocalórica: ↑ atividade 
antioxidante plasmática (Método 
ORAC e TEAC) quando 
comparados a animais apenas 
alimentados com dieta 
normocalórica; 











glicosídeo: 6,35 mg/g;  
- 
Ratos Sprague-Dawley alimentados 
com dieta hiperlipídica + 2 e 4% de 
casca adicionada: ↓ 
hiperinsulinemia e ↑ níveis de HDL-
colesterol comparados a animais 









Ácido gálico: 0.04 
mg/g; 
Acido elágico: 3,48 
mg/g;  
Flavonóis: 




Ratos Sprague-Dawley alimentados 
com adição de 2 e 4% de casca em 
dieta hiperlipídica: ↓ ácidos graxos 
saturados circulantes 
↑ defesas antioxidantes em plasma; 
↓ peroxidação lipídica em cérebro, 
quando comparados a animais 
apenas alimentados com dieta 
hiperlipídica 






















Ratos Wistar alimentados com dieta 
hiperlipídica + 2% de casca ou que 
receberam chá de casca (2%)  
↑ enzimas antioxidantes em fígado 
e plasma; 
↓ peroxidação lipídica em fígado, 
quando comparados a animais 




















ramnosídeo: 0,60 mg/g  
  
- 
Indivíduos eutróficos, com idade 
entre 20 e 35 anos, sem desordens 
metabólicas ou alergias alimentares 
receberam chá de casca de 
jabuticaba no café da manhã + pão 
branco:  ↑ defesas antioxidantes em 
soro (ORAC),  ↑ sensibilidade á 
insulina (diminuição dos níveis de 
glicose e insulina no soro) 
comparados a indivíduos que 
receberam apenas água. 
Plaza et al. 
(2016) 
Legenda: *  – majoritários 
 
5.  Modulação da autofagia por compostos bioativos 
 
Estudos in vitro sugerem que compostos bioativos podem apresentar 





antilipogênicos, por meio da supressão da diferenciação e redução da viabilidade 
dos pré-adipócitos  (31,32). Adicionalmente, evidências apontam que polifenóis 
provenientes de diferentes frutas podem interferir em diversas vias capazes de 
modular a resposta autofágica, dependendo do tipo e condição de stress da célula 
envolvida.  
Em fígado, por exemplo, a suplementação em ratos Wistar via gavagem, 
de extrato rico em polifenóis provenientes da fruta cítrica Citrus bergamia, 
concomitante com uma dieta ocidental típica, com alto teor de carboidratos e 
gorduras (conhecida como dieta tipo “cafeteria”) por três meses levou ao aumento 
significativo dos marcadores de autofagia Beclin-1 e LC3B II, quando comparado a 
animais alimentados apenas com dieta hipercalórica e recebendo, ao invés de 
extrato, água via gavagem.  Além disso, por meio de análises morfológicas, 
relacionou-se o aumento de marcadores autofágicos com um efeito protetor sobre a 
Esteatose hepática gordurosa não-alcoolica, causada pelo consumo de dieta 
hiperlipídica por longo período de tempo, através do menor acúmulo de lipídeos em 
hepatócitos (33). Trabalho avaliando o efeito do polifenol predominante presente no 
chá verde, a epigalocatequina, sobre o processo autofágico em células epiteliais 
verificou que o composto desempenhou papel importante na regulação do fluxo 
autofágico, o que também levou a uma redução do acúmulo de gotículas lipídicas 
nestas células (34).   
Ao contrário do que acontece em outros tecidos, sabe-se que no tecido 
adiposo o bloqueio da autofagia inibe a biogênese de gotículas de gordura e reduz o 
desenvolvimento de tecido adiposo branco, melhorando também a sensibilidade à 
insulina nestas células. Assim, o tecido adiposo branco passa a apresentar 
características semelhantes ao tecido adiposo marrom, com maior expressão de 
marcadores que melhoram as taxas de oxidação no tecido, como o PGC-1α (35). 
Enquanto a ingestão de dietas hipercalóricas leva a um aumento da autofagia em 
tecido adiposo branco, estudos a respeito do efeito de compostos bioativos 
provenientes de alimentos sobre o processo ainda são incipientes.  
Estudo realizado por Hahm et al. (36) sobre os efeitos do ácido alfa-
lipóico (composto presente em algumas frutas e vegetais e, quando isolado, utilizado 
como fármaco para o tratamento da obesidade) na modulação do processo 





reduziu significantemente o acúmulo de gotículas de lipídeos nos adipócitos 
diferenciados, o que foi relacionado a menor expressão de reguladores de autofagia, 
como a AMPK e marcadores de atividade autofágica, como o LC3.   
Efeito de compostos bioativos sobre a adiposidade também foi verificado 
por Park et al. (37) utilizando suplementação com extrato obtido de casca de uva por 
10 semanas, em camundongos C57BL6 alimentados com dieta hiperlipídica, onde 
verificou-se que animais tratados com extrato tiveram redução do peso de tecido 
adiposo branco epididimal, mesentérico e perirenal, e supressão de enzimas 
lipogênicas, tanto no tecido adiposo branco como no fígado, sugerindo que o 
alimento pode favorecer a regulação da lipogênese e oxidação de ácidos graxos.   
Quanto à casca de jabuticaba, estudos recentes envolvendo 
suplementação em animais alimentados com dieta obesogênica demonstraram que 
o consumo da mesma, tanto em forma de extrato como adicionada a dieta, está 
associada com a melhora de parâmetros relacionados à síndrome metabólica, como 
níveis de peroxidação lipídica, GSH e atividade de CAT em fígado e menor acúmulo 










1 SPEAKMAN, J. R. Evolutionary Perspectives on the Obesity Epidemic: 
Adaptive, Maladaptive, and Neutral Viewpoints. Annual Review of Nutrition, v. 33, 
n. 1, p. 289-317,  2013.  
 
2 NCD-RISC. Trends in adult body-mass index in 200 countries from 1975 to 
2014: a pooled analysis of 1698 population-based measurement studies with 19.2 
million participants. The Lancet, v. 387, n. 10026, p. 1377-1396,  2016. ISSN 0140-
6736. 
 
3 VANDEVIJVERE, S.  et al. Increased food energy supply as a major driver of 
the obesity epidemic: a global analysis. Bulletin of the World Health Organization, 
v. 93, p. 446-456,  2015.  
 
4 WHO. Obesity and overweight. Fact sheet nº 311: WHO Media Centre 2015. 
 
5 BRASIL. Vigitel Brasil 2014: Vigilância de fatores de risco e proteção 
para doenças crônicas por inquérito telefônico. Brasília: Ministério da Saúde: 
152 p. 2015. 
 
6 WELLEN, K. E.  et al. Obesity-induced inflammatory changes in adipose 
tissue. The Journal of Clinical Investigation, v. 112, n. 12, p. 1785-1788,  2003. 
ISSN 0021-9738. 
 
7 REN, S. Y.; XU, X. Role of autophagy in metabolic syndrome-associated heart 
disease. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease, v. 
1852, n. 2, p. 225-231, 2// 2015. ISSN 0925-4439. 
 
8 SUGANAMI, T.; OGAWA, Y. Adipose tissue macrophages: their role in 







9 WEISBERG, S. P.  et al. Obesity is associated with macrophage accumulation 
in adipose tissue. The Journal of Clinical Investigation, v. 112, n. 12, p. 1796-
1808,  2003. ISSN 0021-9738. 
 
10  CRIOLLO, A . et al. The IKK complex contributes to the induction of 
autophagy. The EMBO Journal, v. 29, n. 3, p. 619-631, 2010. ISSN 0261-4189/10 
 
11  MARQUES, A P, et al. Hypoxia mimetic induces lipid accumulation through 
mitochondrial dysfunction and stimulates autophagy in murine preadipocyte cell line. 
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects. v. 1861, n. 3, p. 673-
682, 2017. ISSN 0304-4165 
 
12 GUSTAFSON, B.  et al. Inflamed Adipose Tissue: A Culprit Underlying the 
Metabolic Syndrome and Atherosclerosis. Arteriosclerosis, Thrombosis, and 
Vascular Biology, v. 27, n. 11, p. 2276-2283, 2007.  
 
13 MIZUSHIMA, N.  et al. Autophagy fights disease through cellular self-
digestion. Nature, v. 451, n. 7182, p. 1069-1075, 2008. ISSN 0028-0836. 
 
14 KOSACKA, J.  et al. Autophagy in adipose tissue of patients with obesity and 
type 2 diabetes. Molecular and Cellular Endocrinology, v. 409, p. 21-32, 2015. 
ISSN 0303-7207. 
 
15 KOVSAN;, J.  et al. Altered Autophagy in Human Adipose Tissues in Obesity. 
The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, v. 96, n. 2, p. E268-E277,  
2011.  
 
16 NUNEZ, C. E.  et al. Defective regulation of adipose tissue autophagy in 






17 BLÜHER, M. Adipose tissue dysfunction contributes to obesity related 
metabolic diseases. Best Practice & Research Clinical Endocrinology & 
Metabolism, v. 27, n. 2, p. 163-177,  2013. ISSN 1521-690X. 
 
18 SINGH, R.  et al. Autophagy regulates lipid metabolism. Nature, v. 458, n. 
7242, p. 1131-1135, 2009. ISSN 0028-0836. 
 
19 LAVALLARD, V. J.  et al. Autophagy, signaling and obesity. Pharmacological 
Research, v. 66, n. 6, p. 513-525, 2012. ISSN 1043-6618. 
 
20 CODOGNO, P.; MEIJER, A. J. Autophagy: A Potential Link between Obesity 
and Insulin Resistance. Cell Metabolism, v. 11, n. 6, p. 449-451,2010. ISSN 1550-
4131. 
 
21 HOSOKAWA, N.  et al. Nutrient-dependent mTORC1 Association with the 
ULK1–Atg13–FIP200 Complex Required for Autophagy. Molecular Biology of the 
Cell, v. 20, n. 7, p. 1981-1991,  2009.  
 
22 LIMA, A. D. J. B. Caracterização e atividade antioxidante da jabuticaba 
(Myrciaria cauliflora (Mart) O. Berg]. 2009. 159p. Tese (Doutorado). Programa de 
Pós-graduação em Agroquímica, UFLA, Lavras. 
 
23 PEREIRA, M. C.  et al. Characterization, bioactive compounds and antioxidant 
potential of three Brazilian fruits. Journal of Food Composition and Analysis, v. 
29, n. 1, p. 19-24, 2013. ISSN 0889-1575. 
 
24  PLAZA, M; et al. Characterization of antioxidant polyphenols from Myrciaria 
jaboticaba peel and their effects on glucose metabolism and antioxidant status: A 






25 BORGES, L. L.; CONCEIÇÃO, E. C.; SILVEIRA, D. Active compounds and 
medicinal properties of Myrciaria genus. Food Chemistry, v. 153, p. 224-233, 2014. 
ISSN 0308-8146. 
 
26 LEITE-LEGATTI, A. V.  et al. Jaboticaba peel: Antioxidant compounds, 
antiproliferative and antimutagenic activities. Food Research International, v. 49, n. 
1, p. 596-603, 2012. ISSN 0963-9969. 
 
27 LEITE, A. V.  et al. Antioxidant potential of rat plasma by administration of 
freeze-dried jaboticaba peel (Myrciaria jaboticaba Vell Berg). J Agric Food Chem, v. 
59, n. 6, p. 2277-83, 2011. ISSN 0021-8561. 
 
28 BATISTA, Â. G.  et al. Intake of jaboticaba peel attenuates oxidative stress in 
tissues and reduces circulating saturated lipids of rats with high-fat diet-induced 
obesity. Journal of Functional Foods, v. 6, p. 450-461, 2014. ISSN 1756-4646. 
 
29 LENQUISTE, S. A.  et al. Jaboticaba peel and jaboticaba peel aqueous extract 
shows in vitro and in vivo antioxidant properties in obesity model. Food Research 
International,  2015. ISSN 0963-9969. 
 
30 LENQUISTE, S. A.  et al. Freeze-dried jaboticaba peel added to high-fat diet 
increases HDL-cholesterol and improves insulin resistance in obese rats. Food 
Research International, v. 49, n. 1, p. 153-160, 2012. ISSN 0963-9969. 
 
31 WANG, S.  et al. Novel insights of dietary polyphenols and obesity. Journal of 
Nutritional Biochemistry, v. 25, n. 1, p. 1-18,  2014.  
 
32 LES PARELLADA, F. et al. Piceatannol and resveratrol share inhibitory effects 
on hydrogen peroxide release, monoamine oxidase and lipogenic activities in 
adipose tissue, bu differ in their antilipolytic properties. Chemico-Biological 






33 PARAFATI, M.  et al. Bergamot polyphenol fraction prevents nonalcoholic fatty 
liver disease via stimulation of lipophagy in cafeteria diet-induced rat model of 
metabolic syndrome. The Journal of Nutritional Biochemistry, v. 26, n. 9, p. 938-
948, 2015. ISSN 0955-2863. 
 
34 KIM, H.-S.  et al. Epigallocatechin Gallate (EGCG) Stimulates Autophagy in 
Vascular Endothelial Cells: A Potential Role For Reducing Lipid Accumulation. 
Journal of Biological Chemistry, v. 288, n. 31, p. 22693-22705, 2013.  
 
35 OUIMET, M. Autophagy in obesity and atherosclerosis: Interrelationships 
between cholesterol homeostasis, lipoprotein metabolism and autophagy in 
macrophages and other systems. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - 
Molecular and Cell Biology of Lipids, v. 1831, n. 6, p. 1124-1133, 2013. ISSN 
1388-1981. 
 
36 HAHM, J. R.  et al. Alpha-lipoic acid attenuates adipocyte differentiation and 
lipid accumulation in 3T3-L1 cells via AMPK-dependent autophagy. Life Sciences, v. 
100, n. 2, p. 125-132, 2014. ISSN 0024-3205. 
 
37 PARK, H.-J.  et al. Modulation of lipid metabolism by polyphenol-rich grape 
skin extract improves liver steatosis and adiposity in high fat fed mice. Molecular 
Nutrition & Food Research, v. 57, n. 2, p. 360-364,  2013. ISSN 1613-4133. 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                
38 DRAGANO, N. R.  et al. Freeze-dried jaboticaba peel powder improves insulin 
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Alterações moleculares, como a autofagia, ocorrem em tecido adiposo no curso da 
obesidade e estão envolvidas com a hipertrofia e hiperplasia do tecido. Por outro 
lado, o consumo regular de frutas ricas em compostos bioativos (como a jabuticaba), 
parece exercer papel no combate a obesidade e comorbidades, mas o papel da 
jabuticaba sobre mecanismos moleculares no tecido não é conhecido, O objetivo 
deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementação de casca de jabuticaba 
liofilizada (4%) em animais alimentados com dieta hiperlipídica ou normolípidica por 
4 semanas sobre marcadores de autofagia (Beclin-1, LC3B-II e SQSTM-p62) no 
tecido adiposo epididimal e inguinal. A caracterização da casca demonstrou grande 
conteúdo de fenólicos totais (46,08 ± 4,04mg GAE/g casca), flavonoides (7,48 ± 
0,08mg CE/g de casca) e antocianinas monoméricas (549,70 ± 8.07mg C3G/100g de 
casca), além de alta capacidade antioxidante. Por meio de análises de 
imunnoblotting, pode-se observar que a suplementação foi capaz de reduzir dois 
importantes marcadores de autofagia em tecido adiposo epididimal (Beclin-1 e 
LC3B-II) em animais alimentados com dieta hiperlipídica, contudo diferenças 
significativas no peso do tecido entre os grupos não foram observadas. Com base 
nestes achados, percebe-se que a suplementação com casca de jabuticaba pode 
alterar a autofagia no tecido adiposo visceral em curto espaço de tempo.   
Palavras-chave: Autofagia; Tecido adiposo; compostos fenólicos; 
Abstract 
 
Molecular changes, like autophagy, occurs in adipose tissue during obesity 
development and are involved with the tissue hypertrophy and hyperplasia. The 
regular consumption of fruits, rich in bioactive compounds (such jaboticaba), seems 
to exercise role in obesity and comorbidities combat, but the jaboticaba role's in 
those tissue molecular changes not known yet. The aim of this study was to evaluate 
the effect of freeze-dried jaboticaba peel supplementation (4%) in animals fed high-
fat or normocalorical diet for 4 weeks in autophagy markers (Beclin-1, LC3B-II and 
SQSTM-p62) in epidydimal and inguinal adipose tissues. The jaboticaba peel 
characterization demonstrated high contents of total phenolic (46.08 ± 4.04mg GAE/g 
peel), flavonoids (7,48 ± 0.08mg CE/g peel) and monomeric anthocyanins (549,70 ± 
8.07mg C3G/100g peel), beside high antioxidant capacity. Through immunoblotting 
analyses, it can be observed that the supplementation was able to reduce two 
essential autophagy markers in epidydimal adipose tissue (Beclin-1 and LC3 BII) in 
animals fed a high-fat diet. However, no significantly differences in epidydimal tissue 
weight were observed. Based on these findings, it can be seen that supplementation 
with jaboticaba peel can alter autophagy in visceral adipose tissue in a short- time 
administration.  





1. Introdução  
 
A obesidade e o sobrepeso são caracterizados pelo acúmulo anormal de 
gordura, especialmente em forma de tecido adiposo branco e têm forte associação 
com comorbidades como diabetes mellitus tipo II, hipertensão arterial, aterosclerose, 
doença hepática gordurosa não alcoólica, câncer, doenças degenerativas e 
cardíacas, dentre outras (1, 2, 3, 4). Sabe-se que muitos dos mecanismos 
fisiopatológicos relacionados à obesidade estão associados a características 
desreguladas do TAB no curso de sua hipertrofia e hiperplasia, especialmente 
relacionadas com sua função endócrina, como aumento da expressão de adipocinas 
como leptina e diminuição da expressão de adiponectina, além do aumento da 
expressão de moléculas inflamatórias, como TNF-alfa, MCP-1 e interleucinas, que 
levam a um recrutamento de células imunes ao tecido, como monócitos  (1, 5).  
Nos últimos anos também se tem dado importância à sinalização de 
outros mecanismos celulares relacionados com a obesidade. Um destes é a 
autofagia (auto = próprio; fagia = alimentar-se de), uma via de degradação 
lisossomal de proteínas e organelas inerente à vida e associado primariamente a um 
efeito “protetor”, mas que também pode desempenhar papel na morte celular (6). 
Estudos sobre a via no curso do sobrepeso e obesidade ainda são incipientes; sabe-
se que a exposição à dieta rica em gorduras pode levar ao aumento da expressão 
de marcadores inflamatórios e diminuição de proteínas marcadoras de autofagia em 
hipotálamo (7). Paradoxalmente, estudos apontam que animais com sobrepeso e 
obesidade  apresentam, concomitante ao aumento da liberação de fatores pró-
inflamatórios, um aumento de marcadores de autofagia no TAB, especialmente em 
tecido adiposo visceral (8, 9), o que está relacionado à hipertrofia e hiperplasia do 
tecido, Desta forma, estratégias que visem modular a concentração de proteínas 
chave, por meio da deleção de genes autofágicos específicos (como Atg-5e Atg-7), 
podem estar relacionadas a uma redução de características fenotípicas da 
obesidade, como a adipogênese e inflamação subclínica (10).   
Diversos compostos fitoquímicos e componentes nutricionais oriundos de 
frutos têm sido estudados quanto a seus efeitos positivos a saúde, e mais 





demonstrado que a adição de pó de frutos, ricos em bioativos (como os compostos 
fenólicos e fibras) em dietas formuladas, apresenta efeito sobre marcadores de 
adipogênese e inflamação no tecido adiposo (11, 12, 13, 14). 
A jabuticaba (gênero Myrciaria) é um fruto nativo brasileiro rico em 
compostos bioativos que pertence à família Myrtaceae e possui distribuição ubíqua 
no território nacional, sendo observado mais frequentemente nos estados de São 
Paulo e Minas Gerais. O período de safra é primordialmente entre os meses de 
outubro e novembro e a principal forma de consumo é in natura. A casca da 
jabuticaba possui conteúdo elevado de polifenóis, aos quais se atribui sua alta 
capacidade antioxidante in vitro e in vivo. Destes compostos, destacam-se as 
antocianinas, da classe dos flavonoides, e ácidos fenólicos, como elagitaninos, (15, 
16, 17). Além disto, devido ao alto conteúdo de fibras, principalmente solúveis (como 
a pectina), a suplementação da casca de jabuticaba, tanto em forma de pó em dietas 
formuladas (18, 19, 20), como em forma de extrato (19, 21, 22)  vem sendo 
estudada em modelos experimentais, a fim de verificar benefícios à saúde. 
Até o momento, não se tem conhecimento de nenhum estudo 
relacionando o uso de suplementação de casca de jabuticaba com modulação da 
autofagia. Estudos recentes indicam que o consumo de frutos ricos em compostos 
bioativos, ou polifenóis isolados, de grande incidência em frutos pode contribuir na 
modulação positiva da autofagia em diferentes tecidos (23, 24, 25, 26).  Baseado 
nas considerações acima, o objetivo de nosso trabalho foi avaliar o efeito da 
suplementação de casca de jabuticaba liofilizada sob a modulação do processo 
autofágico em tecido adiposo subcutâneo e visceral de camundongos alimentados 
com dieta hiperlipídica e normolipídica. 
2. Material e métodos 
 Preparo do pó de casca de jabuticaba  2.1.
 
Um lote de 400kg de jabuticabas inteiras foi obtido do fornecedor Casa da 
Uva Ltda, no Centro de Abastecimento de Campinas – CEASA, localizado na cidade 





Após despolpagem manual, o volume obtido de cascas representou 
aproximadamente 35% do volume inicial, o que representa 140kg. Após, as cascas 
foram congeladas (-18ºC) e posteriormente secas em liofilizador (LP1010, Liobrás, 
São Carlos, São Paulo, Brasil). O produto liofilizado foi moído até obtenção de uma 
matriz homogênea, sendo obtidos 4,2kg de produto final. O pó resultante foi 
armazenado em embalagem escura e bem vedado, em temperatura de 
congelamento (-18ºC) até o momento dos ensaios. 
A composição centesimal da casca de jabuticaba liofilizada utilizada neste 
estudo foi descrita previamente por nosso grupo (19). 
 
 Preparo de extratos e determinação de fenólicos, flavonoides e 2.2.
antocianinas totais em casca de jabuticaba 
 
O preparo de extratos para determinação de compostos fenólicos totais, 
flavonoides totais, antocianinas monoméricas e análises de capacidade antioxidante 
in vitro (ORAC hidrofílico, FRAP e ABTS) foi realizado através de mistura entre 
casca de jabuticaba com solução 70MeOH:30H20, na concentração de 1:25. Esta foi 
levada ao banho de ultrassom (USC – 2500, Unique, Indaiatuba, São Paulo, Brasil) 
por 10 minutos, ao abrigo de luz. Após, a solução foi filtrada (0,45 µm) e o resíduo 
do papel filtro foi filtrado exaustivamente. O armazenamento do extrato foi realizado 
sobre congelamento (-18ºC) até o momento do uso. Foram feitos três extratos a fim 
de realizarem-se análises em triplicata.  
Para determinação de fenólicos totais foi realizado o método colorimétrico 
utilizando reagente de Folin-Ciocalteau, conforme descrito por Singleton, Orthofer 
(27), sendo o ácido gálico utilizado como padrão (mg de ácido gálico equivalente por 
g -1 de amostra seca). A absorbância das amostras e curva foi lida a 725nm. Já a 
concentração de flavonoides totais foi avaliada utilizando método colorimétrico 
descrito por Herald, Gadgil, Tilley  (28), utilizando como padrão de calibração da 
curva a catequina, sendo o comprimento de onda utilizado para leitura de 510 nm. A 
unidade utilizada para expressão dos resultados foi mg de equivalente de catequina 
por g -1 de amostra seca. Por fim, para determinação de antocianinas totais utilizou-





leituras foram realizadas a 510 e 700nm e os resultados expressos como mg 100g-1 
de equivalentes de C3G  por g -1 de amostra seca.. 
Todos os ensaios foram realizados em microplacas e em triplicata de 
cada extrato e as absorbâncias foram lidas no equipamento SynergyHT, Biotek 
(Winooksi, USA) e os dados analisados com software Gen5TM 2.0. 
Para o cálculo de conteúdo aproximado de fenólicos específicos 
(Cianidina-3-O-glicosídeo, ácido elágico e ácido gálico) utilizou-se como base os 
resultados obtidos na identificação e quantificação destes no mesmo lote de matéria-
prima, utilizando HPLC/DAD-ESI/MS, previamente (19), sendo as condições 
cromatográficas descritas por Lenquiste, Marinelli et al. (19).  
  Capacidade antioxidante in vitro 2.3.
 
A capacidade antioxidante in vitro da casca de jabuticaba foi determinada 
por meio dos testes ABTS+, FRAP e ORAC hidrofílico. Os resultados foram 
expressos, para todos os testes, em μmol Trolox equivalente g -1.  
Para ensaios de ABTS. + (2,2´- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido 
sulfônico) e FRAP (Ferric reducing antioxidant power) foram utilizadas metodologias 
descritas por Rufino, Alves (30) e Roesler, Malta (31). Para estes testes, realizou-se 
leitura de absorbância (com comprimento de onda de 734 nm e 595 nm, 
respectivamente). Para o ensaio de ORAC hidrofílico (Oxygen radical absorbance 
capacity test) utilizou-se metodologia descrita por Davalos, Gomez-Cordoves (32), 
utilizando a fluoresceína como prova. Para este ensaio, realizou-se a leitura de 
fluorescência a 520 nm em placas escuras, a cada 1 minuto por 80 minutos.   
Todos os ensaios foram feitos em microplaca e em triplicata de cada 
extrato, e as leituras realizadas no equipamento SynergyHT, Biotek (Winooksi, USA) 
e os dados analisados com software Gen5TM 2.0. 
 Dietas experimentais  2.4.
 
As dietas experimentais base foram formuladas conforme descrito por 
Ludwig, Worsch (33) e Reeves et al. (34) conforme demonstrado na tabela 1. Foram 





jabuticaba liofilizada e outra sem suplementação; e duas dietas hiperlipídicas e 
hipercalóricas (cuja fonte lipídica majoritária foi a gordura de palma refinada) uma 
com suplementação de 4% de casca de jabuticaba liofilizada e outra sem 
suplementação. A composição das dietas encontra-se descrita na tabela 2.   
 
Tabela 1: Composição das dietas experimentais*  
Ingrediente (g/kg) NC NCJ HL HLJ  
Óleo de soja 50,00 50,00 50,00 50,00 
Gordura de palma 
  
200,00 200,00 
Colesterol  0,13 0,13 0,38 0,38 
Amido de milho 505,95 505,95 305,70 305,70 
Maltodextrina  56,00 56,00 56,00 56,00 
Sacarose 50,00 50,00 50,00 50,00 
Celulose 50,00 50,00 50,00 50,00 
Caseina (84% proteína) 238,09 238,09 238,09 238,09 
Butil hidroxitolueno 0,15 0,15 0,15 0,15 
dl-α-tocoferol acetato 0,18 0,18 0,18 0,18 
L-cistina 2,00 2,00 2,00 2,00 
Vitaminas(Mix) 10,00 10,00 10,00 10,00 
Minerais e elementos 
traço (Mix) 
35,00 35,00 35,00 35,00 
Colina 2,50 2,50 2,50 2,50 
Casca de Jabuticaba 0,00 40,00 0,00 40,00 
Composição (kcal/g) 
Gordura  0,45 0,46 2,25 2,26 
Carboidratos  2,44 2,58 1,64 1,98 
Proteína  0,95 0,96 0,95 0,96 
Valor energético 
calculado  
3,90 4,00 4,86 5,20 






Ácido elágico   0,12   0,12 
Ácido gálico   0,01   0,01 
Legenda: NC: dieta Normocalórica; NCJ: dieta normocalórica com suplementação de 4% de casca 
de jabuticaba; HL: dieta hiperlipídica; HLJ: dieta hiperlipídica com suplementação de 4% de casca de 
jabuticaba; 
* Baseado em Ludwig, Worsch (33) e Reeves, Nielsen (34);     
**Valores calculados a partir da quantificação de fenólicos específicos da mesma 
matéria-prima, por HPLC/DAD-ESI/MS, previamente descrita por Lenquiste, Marineli (19); 
 
O perfil de ácidos graxos da gordura de palma utilizada na dieta 
hiperlipídica foi avaliado por meio de cromatografia gasosa capilar. Anteriormente a 
injeção no cromatógrafo, os ésteres metílicos de ácidos graxos foram separados 
com base na metodologia descrita American Oil Chemists' Society (35). O 
cromatógrafo utilizado foi o CGC Agilent 68650 series GC system, com coluna 





diâmetro interno: 0,25mm, 0,25μm filme. O padrão analítico utilizado na operação foi 
o Fatty Acid Methyl Esters (FAMEs) Mix, C8 – C24 wt %, onde todos os 
componentes apresentam 99% de pureza (Supelco 18918-1, Sigma-Aldrich). O 
detector utilizado foi ionização de chama (GC-FID), cujas condições de operação 
foram: fluxo da coluna: 1,00mL/min.; Velocidade linear:  24cm/seg; Temperatura do 
detector: 280ºC; Temperatura do injetor: 250ºC; Temperatura do forno: 110ºC - 5 
min.; 110 - 215ºC (5ºC/min), 215ºC - 24 min.; Gás de arraste: Hélio; Volume 
injetado:1,0 μL. Por fim, os ésteres foram identificados por comparação com os 
tempos de retenção do padrão e a quantificação foi realizada por normalização das 
porcentagens de área. 
 Ensaio ‘in vivo’ 2.5.
 
Quarenta camundongos machos linhagem C57BL/6 recém-desmamados 
(aproximadamente 21 dias de idade) foram obtidos do Centro Multidisciplinar de 
Pesquisa Biológica da Unicamp (CEMIB). Antes do início dos experimentos, o 
projeto envolvendo animais foi aprovado pelo Comitê de Ética com uso de Animais 
da Unicamp (CEUA), com número de protocolo 3885-1. Todo o protocolo 
experimental seguiu os requerimentos éticos descritos pelo Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal (COBEA). 
Os camundongos foram alimentados com dieta comercial peletizada 
(Nuvilab CR-1, NUVITAL, Curitiba, Paraná, Brasil) até completarem 13 semanas de 
idade (adultos jovens). Depois deste período, foram separados para gaiolas 
metabólicas individuais, randomizados e distribuídos em 4 grupos (n=10) com dietas 
experimentais por 4 semanas. Durante todo o período os animais foram mantidos 
em ciclo claro/escuro de 12 horas, e tiveram acesso livre a água e alimento. Além 
disso, a sala teve sua temperatura e umidade controlada (21 ºC ± 1ºC e 50 a 70% de 
umidade, respectivamente), de forma a manter o bem-estar animal.  
A ingestão alimentar foi monitorada a cada dois dias e o ganho de peso 
semanalmente. A fim de alcançar o período correto de jejum, fundamental a 
sinalização da autofagia em tecido adiposo, ao final das semanas experimentais os 
animais foram inicialmente mantidos em jejum por 6 horas, realimentados por 30 





até o momento da eutanásia. Esta se deu por prolongamento de anestesia, 
utilizando solução de Ketamina (100mg/kg) e Xilazina (10mg/kg), nas proporções de 
3 de ketamina:4 de xilazina e 3 de solução fisiológica (NaCl 0,9%)  via intraperitoneal 
no volume aproximado de 200µL de solução anestésica por animal  e 
exsanguinação portal. O sangue coletado da veia porta foi armazenado em 
eppendorfs e imediatamente centrifugado em centrífuga refrigerada a 4ºC para 
separação do soro. Este soro foi armazenado em biofreezer a -80ºC até seu uso.  
Os tecidos adiposos epididimal (eTAB), inguinal (iTAB) e interescapular 
marrom (iTAM) foram retirados e pesados. Para correta extração, a localização 
anatômica dos tecidos seguir as indicações propostas por de Jong et al. (36) ; após, 
o eTAB e o iTAB foram imediatamente congelados em nitrogênio líquido e estocados 
em biofreezer a -80ºC até o uso. A figura 1 apresenta o desenho experimental do 
protocolo utilizado neste estudo. 
  
Dieta experimental normocalórica** 
Dieta experimental normocalórica ** + 4 % CJL ¹ 
Dieta experimental hiperlipídica ** + 4% CJL¹ 







4 semanas * 
17 semanas de 
vida 
Quarenta camundongos C57BL/6 adultos jovens (13 semanas)  
Amostras 
coletadas 
Controle de ingestão alimentar: 2 dias; Controle de ganho de peso: semanal; 
** Baseada em Ludwig, et al, (33) e Reeves et al. (34); 
¹ Casca de jabuticaba liofilizada;  
² Tecido adiposo branco “inguinal” (subcutâneo); 
³ Tecido adipose branco “epididimal” (visceral); 
  






 Análises de immunoblotting 2.6.
 
Tanto o tecido adiposo epididimal como inguinal foram imediatamente 
congelados em nitrogênio líquido após a eutanásia dos animais, a fim de evitar 
perda de fosforilação de proteínas. Até o processamento e extração das proteínas, 
os tecidos foram armazenados em biofreezer a -80ºC.  
Para o processamento, os fragmentos de tecido adiposo foram 
homogeneizados em tampão de extração (Trisma Base 100mM pH 7,5, EDTA 
10mM, SDS 10%, Fluoreto de sódio 100mM, Pirofosfato de Sódio 10mM, 
ortovanadato de sódio 10mM e água deionizada) a 4ºC com auxílio de Polytron® PT 
10-35 (Brinkmann), operado a velocidade máxima por 15 segundos. Após, os 
extratos foram aquecidos a 95ºC por 10 minutos e posteriormente centrifugados a 
9000 g por 40 minutos para separação. Então, o precipitado foi separado do 
sobrenadante, sendo uma alíquota deste utilizada para ensaio de Bradford (37), a 
fim de avaliar a concentração de proteínas totais do extrato. Com base neste 
resultado foram aplicadas quantidades fixas de proteínas de cada amostra em gel 
SDS-PAGE, que foi submetido a separação por eletroforese. Após a corrida, as 
proteínas separadas no gel SDS-PAGE foram transferidas para membranas de 
nitrocelulose. Estas membranas foram incubadas com solução bloqueadora (BSA 
5%) a fim de evitar ligações inespecíficas, sob agitação. Em seguida, foram 
aplicadas soluções de anticorpos primários para cada proteína de interesse: Beclin-1 
(ab62557, Abcam), LC3B-II, (#2775, Cell Signaling), SQSTM1-p62 (pAbPM045, 
MBL) e MCP-1 (sc1785; Santa Cruz Biotechnology) sob agitação a 4ºC, por 24 
horas. 
Após a incubação com anticorpo primário, as membranas foram lavadas e 
incubadas com solução de anticorpo secundário por uma hora, sob agitação em 
temperatura ambiente. As bandas específicas foram identificadas por 
quimioluminescência em fotodocumentador, após adição de solução SuperSignal 
West Pico Chemiluminescent Substrart (Thermo Fischer Scientific, Rockford, USA). 
A intensidade das bandas foi quantificada utilizando densitometria óptica por meio 






 Análise dos resultados 2.7.
 
A análise dos resultados foi realizada utilizando o software GraphPad 
Prisma 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,USA). Anterior ao teste de 
comparação de médias, a normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de 
Shapiro-Wilk. Após, dados que apresentaram distribuição paramétrica foram 
avaliados através do teste t de student não pareado e dados com distribuição não 
paramétrica, através do teste de Mann-Whitney (grupo HL versus grupo HLJ; grupo 
NC versus grupo NCJ). O limite de significância utilizado em todos os testes foi de p 
< 0.05.  
 
3. Resultados e discussão 
 Composição da gordura de palma  3.1.
O uso de gordura de palma refinada em substituição a gorduras 
hidrogenadas (do tipo trans) pela indústria de alimentos tem aumentado nos últimos 
anos. Isso se deve especialmente a estabilidade propiciada a matriz por este lipídio, 
graças à combinação de ácidos graxos presente, propiciando também 
características organolépticas desejáveis ao produto final. Com composição similar a 
banha, gordura animal suína muito utilizada em dietas hiperlipídicas para indução de 
obesidade em modelos experimentais, o principal ácido graxo encontrado na 
gordura de palma é monoinsaturado, o ácido oleico seguida do ácido palmítico, do 
qual deriva o nome da gordura (38). Os resultados da análise do perfil de ácidos 
graxos da gordura de palma utilizada na elaboração da dieta hiperlipídica estão 






Tabela 2: Perfil de ácidos graxos da gordura de Palma Refinada 180F 
Ácido graxo Nome comum % * 
12:0 Ácido Laurico 0,41 
14:0 Ácido mirístico 0,66 
15:0 Acido pentadenóico 0,05 
16:0 Acido palmítico 35,16 
16:1 Acido palmitoleico 0,30 
17:0 Acido margárico 0,09 
17:1 Acido margaloreico 0,03 
18:0 Acido esteárico 4,87 
18:1   Acido oleico 47,10 
18:2 trans  Acido linoleico trans 0,12 
18:2  Acido Linoleico  10,16 
18:3 Acido Linolênico 0,31 
20 Ácido araquídico 0,40 
20:1 Ácido gadolêico  0,21 
22 Ácido behênico 0,08 
24 Ácido lignocérico  0,12 
TOTAL   100 
*Resultados apresentados como média das porcentagens relativas das 
duplicatas do total de ésteres metílicos identificados 
 
 Segundo Laugerette, Furet (39) utilizando diferentes fontes lipídicas em 
dietas hiperlipídicas para camundongos C57BL/6 verificou que diferentes gorduras 
provocam distintas respostas metabólicas. Neste cenário, a gordura de palma foi 
associada com maior nível de inflamação (aumento de citocinas pró-inflamatórias em 
plasma e concentração destas em tecido adiposo). Também tem sido evidenciado 
na literatura o potencial do ácido palmítico em provocar disfunções celulares, como 
em células neurais (7) e endoteliais (40), através da ativação de fatores de 
transcrição para genes inflamatórios, como o NFkβ, e por consequência, o aumento 
da inflamação.  
 
 Determinação de fenólicos e capacidade antioxidante de casca de 3.2.
jabuticaba em extrato hidrometanólico 
 
Diversas características de diferentes tipos de berries vêm sendo alvo de 
estudos nos últimos anos, em diferentes áreas de conhecimento. Neste cenário, 





pode ser comparada com a das uvas, nos Estados Unidos (15). Apesar da forma de 
consumo mais frequente ser a in natura, estudos na área de alimentos têm 
desenvolvido e avaliado produtos a base de jabuticaba integral, como licores, 
vinhos, geleias e sucos. Estes derivados apresentam características semelhantes 
com produtos baseados em frutos vermelhos ou escuros, como média acidez e 
coloração escura característica (41, 42, 43). Tais características são atribuídas à 
casca, que possui intensa coloração escura. Já em estudos na área da nutrição e 
farmacologia, a característica que tem chamado atenção é o alto conteúdo de 
fitoquímicos da classe dos polifenóis, como antocianinas e ácidos fenólicos. Devido 
à alta perecibilidade, a busca por métodos para conservação desta matéria-prima, 
com o intuito de preservar suas propriedades funcionais, é uma alternativa 
interessante ao aproveitamento integral da casca de jabuticaba. Uma das maneiras 
de conservação é a liofilização, que consiste na desidratação por sublimação de 
produtos pré-congelados (44). 
Além do processo de desidratação, outra técnica fundamental para 
conservação da matéria prima é a forma de armazenamento. Sendo assim, a casca 
de jabuticaba liofilizada foi conservada congelada a -80ºC até o momento de uso. A 
tabela 3 apresenta os resultados encontrados na determinação de fenólicos, 
flavonoides e antocianinas totais e capacidade antioxidante da casca de jabuticaba 
liofilizada, sendo os dados demonstrados na coluna “tempo 0” aqueles dos ensaios 
realizados imediatamente após a liofilização, conforme apresentados por Lenquiste, 
Marineli (19) e os dados na coluna “Tempo 24 meses” como resultados das análises 













Tabela 3: Compostos fenólicos e capacidade antioxidante de extrato hidrometanólico 
(70MeOH:30H20) de casca de jabuticaba liofilizada 
 Tempo 0 Tempo 24 meses % redução 
Compostos fenólicos   
C. Fenólicos totais 48,61 ± 1,18 46,08 ± 4,04 5,20 
Antocianinas 630,46  ± 21,76 549,70 ± 8,07 12,80 
Flavonoides totais 7,59  ± 0,12 7,48 ± 0,08 1,44 
 
Capacidade antioxidante   
FRAP 449,68 ± 18,72 390,47 ± 13,48 13,16 
ABTS 194,95 ± 4,66 128,61 ± 4,82 33,87 
ORAC 317,98 ± 9,03 265,46 ± 40,62 16,51 
Dados estão apresentados como média ± desvio padrão. C. Fenólicos totais estão expressos como 
mg de GAE por g 
-1
 de amostra seca. Flavonoides totais estão expressos como mg de CE por g 
-1
 de 
amostra seca. Antocianinas totais estão expressas como mg C3G por 100g
-1
 de amostra seca. 




Segundo o conteúdo de bioativos, a jabuticaba apresenta-se como 
interessante alimento funcional, com conteúdo de fenólicos total similar ou superior 
ao encontrado em diferentes frutas vermelhas/escuras (45). O conteúdo de 
polifenóis totais encontrado neste extrato foi superior ao encontrado por Abe, Lajolo 
(16) e Alezandro, Granato (21), com metodologia similar de extração, utilizando 
jabuticabas inteiras liofilizadas. Já Batista, Lenquiste (24) encontraram, em casca de 
jabuticaba liofilizada e utilizando extrato metanólico (80MeOH:20H2O), concentração 
de fenólicos totais superior a encontrada neste estudo (59%) e atividade antioxidante 
48% maior segundo análise de ORAC. Ainda sobre a atividade antioxidante, 
Alezandro, Dubé (46) realizaram teste de FRAP para avaliar a capacidade 
antioxidante de casca de jabuticaba liofilizada das espécies mais encontradas (M. 
jaboticaba e M. cauliflora). As extrações foram realizadas com solução Metanol: 
água: ácido acético (70:30:0.05) e foram encontrados valores superiores aos deste 
estudo (1450 µmol TE/g-1 e 1400 µmol TE/g-1).  
Com base em nossos resultados, percebe-se que dentre os fitoquímicos, 
a principal perda se deu nas antocianinas totais, com percentual de 12,8%. 
Fracassetti, Del Bo’ (47) avaliaram o efeito do tempo e da temperatura de 
estocagem sobre o conteúdo de antocianinas e atividade antioxidante de pó 
liofilizado de blueberry. Para tal, avaliou-se o conteúdo de antocianinas totais no 





achados indicaram que quanto menor a temperatura, menor a perda de 
antocianinas: enquanto amostras armazenadas a 25ºC perderam 3% do conteúdo 
total em 2 semanas, as armazenadas a 80ºC perderam 85% depois de 3 dias.  
Devido à importância do radical livre peroxil em sistemas biológicos (48), 
dentre os ensaios capazes de determinar a capacidade antioxidante de alimentos in 
vitro, destaca-se a análise do ORACFL. que avalia a atividade antioxidante através de 
inibição da oxidação, induzida pelo radical peroxil, por meio da transferência de 
átomos de hidrogênio provenientes da substância antioxidante. Devido ao teste 
poder ser aplicado a um amplo espectro de matrizes e oferecer boa informação, o 
mesmo foi reconhecido em 2013, pela AOAC, como método oficial para avaliação da 
capacidade antioxidante em alimentos e nutracêuticos (AOAC Official methods 
2012.23). O reagente de trabalho utilizado no ensaio ORACFL. hidrofílico é uma 
solução tampão fosfato, com pH 7,4 (assemelhando-se a uma condição fisiológica, 
já que o pH sanguíneo normal deve encontrar-se nesta faixa). O pH é uma condição 
muito importante na bioatividade das antocianinas, e nesta condição as mesmas 
apresentam-se incolores e na forma de pseudobases cis-chalcona, menos bioativas 
sendo que algumas ainda podem apresentar maior degradação, devido a abertura 
do anel heterocíclico C. Fazendo-se uma analogia do ensaio in vitro e condições de 
digestão e a biodisponibilidade de antocianinas, sabe-se que condições semelhantes 
de pH no processo digestivo são encontradas na saliva e no intestino delgado.  A 
forma em que as antocianinas apresentam-se mais biodisponíveis é em pH ácido, na 
forma aglicona (cátium flavilium), condição esta encontrada no estômago. Devido ao 
ambiente favorável, a absorção gástrica via bilitranslocase parece ser uma 
importante via de absorção de antocianinas, envio a circulação portal e sistêmica, 
bem como chegada em tecidos alvo (49).  
 Ensaios ‘in vivo’ 3.3.
3.3.1. Ganho de peso e ingestão alimentar 
 
Após quatro semanas de experimento, não houve diferença estatística 
significativa de peso entre os grupos, conforme apresentado na figura 2 (A e B). Isto 
pode ser esperado pelo período curto de tempo em que os animais foram 












































































































































































































































observada diferença estatística no peso, as dietas foram oferecidas por maiores 
períodos, como 8 (19) ou 10 semanas (20). Quanto ao consumo alimentar (Figura 2 
– C e D), animais que consumiram dieta HLJ com suplementação de casca de 
jabuticaba apresentaram maior consumo, tanto em gramas como em kcal 
(p<0,0001), em comparação a dieta HL, bem como maior peso do tecido adiposo 
marrom interescapular. Diferença significativa entre as médias de peso do tecido 
adiposo epididimal e inguinal foram observadas em animais alimentados com dieta 
NCJ, em comparação a dieta NC.  
 


















Figura 2: (A e B): Representação da evolução do peso ao longo de 4 semanas de animais 
alimentados com dietas NC e NCJ (A) e animais alimentados com dietas HL e HLJ (B), em gramas; 
(C e D): Média da ingestão alimentar em g/dia (C) e kcal/dia (D). (E, F e G): Média do peso dos 
tecidos adiposos; eTAB: (E); iTAB (F); iTAM (G). * p < 0,05; *** p < 0,0001; (n = 8-10)   
 
A fonte lipídica principal das dietas hiperlipídicas deste estudo é diferente 
da que é frequentemente utilizada em estudos com modelos experimentais (banha 










fonte lipídica de consumo frequente pela população, tal qual óleos ou gorduras de 
origem vegetal (50).  O consumo da gordura de palma vem se tornando cada vez 
mais frequente, especialmente em dietas ocidentais. Desde o início dos anos 2000, 
muitas indústrias de alimentos reduziram significativamente o uso de gorduras 
hidrogenadas, sendo a gordura de palma utilizada como uma das principais 
substitutas. Isto devido a características tecnológicas, como baixo ponto de fusão e 
resistência à oxidação, principalmente devido ao elevado teor de ácidos graxos 
saturados, especialmente o ácido palmítico - C16:0 (51). O percentual de gordura 
adicionado à dieta foi menor do que muitas vezes é apresentado na literatura (25% 
em contrapartida de percentuais acima de 30%). Ainda que os resultados de estudos 
em roedores não sejam extrapoláveis para seres humanos, as condições dos 
estudos experimentais devem se aproximar ao máximo do que se pretende simular a 
partir da dieta humana. Desta forma, novos estudos vêm priorizando o uso de 
quantidades menores de lipídios em dietas experimentais para roedores, com 
resultados na resposta metabólica (52, 53).  
 Em concordância com os dados aqui apresentados, estudos utilizando 
a suplementação ou substituição da casca de jabuticaba integral em dietas 
experimentais remetem um ganho de peso final, associado a uma ingestão calórica 
maior ou igual em animais que tiveram adição da casca a dieta (24, 19, 20), em 
comparação aos grupos alimentados apenas com dieta hiperlipídica sem 
suplementação de CJL. Contudo, também foram observados importantes efeitos no 
metabolismo, como aumento da sensibilidade à insulina, aumento do HDL-colesterol 
e redução da peroxidação lipídica em tecidos. 
Apesar de ainda controverso, visto que estudos remetem que a ligação 
com alguns macronutrientes, como carboidratos simples, pode aumentar a 
biodisponibilidade dos compostos fenólicos, os dados observados neste estudo e 
outros achados em estudos com modelos experimentais que vêm sendo remetidos 
na literatura demonstram que a extração e purificação dos compostos fenólicos 
presentes em frutas, por meio do emprego de solventes e/ou tecnologias, pode 
apresentar maior efeito tecido-específico, quanto à ação anti-adipogênica, frente à 
adição do pó integral na dieta. Essa aparente maior bioatividade do extrato frente à 
matéria-prima in natura observada pode ser devido à possível interação química 





casca das frutas é mesclada, composta por proteínas (em geral, caseína), lipídeos, 
carboidratos simples e complexos, e fibra dietética, especialmente a fibra dietética 
insolúvel (celulose). Estudos envolvendo o consumo de polifenóis concomitante a 
alimentos fonte de caseína e gorduras saturadas (exemplo: leite e derivados) 
demonstram que a absorção e capacidade antioxidante dos compostos bioativos 
tende a ser menor (54, 55). Este fato pode ser atribuído à interação de uma longa 
cadeia peptídica com gorduras e compostos fenólicos, resultando em um aumento 
da complexação dos polifenóis e menor biodisponibilidade. Ainda não está 
totalmente elucidado, mas ao que parece a fibra dietética pode exercer efeito na 
quantidade e na velocidade de absorção de polifenóis como as antocianinas, 
tomando em conta a mudança de viscosidade, provocada pela presença de fibras, 
no bolo alimentar, o que leva a um aumento do peristaltismo, ou até mesmo a 
possível interação química entre fibras e antocianinas. No entanto, apesar da menor 
absorção, o conteúdo de fibra alimentar parece não alterar a biodisponibilidade das 
antocianinas (56).       
Estudo de  Prior, Wu (57) avaliou o efeito da administração de berries 
inteiras liofilizadas (10%) ou extrato contendo antocianinas isoladas das mesmas 
fontes em camundongos C57BL/6 alimentados com dietas com 10%, 45% e 60% de 
lipídios por 80 dias. De forma similar ao encontrado neste estudo, animais que 
consumiram dietas hiperlipídicas com berries inteiras apresentaram maior ganho de 
peso que os alimentados apenas com a dieta hiperlipídica sem adição do pó 
proveniente das berries liofilizadas. Em contrapartida, o inverso foi observado em 
animais alimentados com dieta hiperlipídica e extrato rico em antocianinas, através 
da água de beber: foi relatada diferença significativa de peso corporal total e em dois 
depósitos de tecido adiposo: visceral e subcutâneo. Desta forma, o modo de 
ingestão dos polifenóis parece interferir diretamente no mecanismo em seu 






4. Modulação da autofagia e inflamação em tecido adiposo: efeitos da casca de 
jabuticaba liofilizada  
 
Com base em nossos resultados, verificamos a redução da concentração 
de ambas as proteínas marcadoras de autofagia no tecido adiposo epididimal de 
animais alimentados com dieta HFJ, em relação aos animais que não receberam 
suplementação (p <0,005) Contudo, não foi observada diferença entre os grupos 
alimentados com dieta normocalórica, com ou sem suplementação (Figuras 3 e 4). 
O tecido adiposo branco é reconhecido como órgão endócrino e o mais 
eficiente caminho para armazenar o excesso de energia.  Além disso, tem função de 
proteção a alguns órgãos internos, como o tecido adiposo mesentérico (intestino) e 
perirrenal (rins). Em roedores também tem forte relação com órgãos reprodutores, 
visto que o tecido adiposo epididimal compreende aproximadamente 30% de todo o 
tecido adiposo (5).  Em contrapartida, o excesso de tecido adiposo, como observado 
em quadros de sobrepeso e obesidade é resultante da hipertrofia e hiperplasia de 
adipócitos, que está associada ao aumento do recrutamento de macrófagos em 
torno do tecido, e a secreção contínua de citocinas inflamatórias. Este quadro 
associa-se a uma inflamação crônica sistêmica de baixo grau (1).  
Evidências apontam que a adipogênese, a fisiopatologia da obesidade e 
comorbidades associadas e o estresse de retículo endoplasmático têm associação 
com a superativação da autofagia em tecido adiposo (8, 9, 10). Recentemente foi 
identificado o aumento de marcadores de autofagia, como o Atg5, o complexo 
Atg12-Atg5 e a LC3 II (que fazem parte da etapa de fechamento do vacúolo 
autofágico) em tecido adiposo subcutâneo humano na obesidade (58). A deleção do 
gene autofágico Atg5 no tecido adiposo e a supressão do mesmo em adipócitos leva 
a redução da adipogênese, por diminuição da diferenciação das células e a 
supressão de outro gene autofágico específico, o Atg7 no mesmo tecido de 
camundongos, leva a uma redução na adiposidade e alterações em características 






















Figura 3: Imagens representativas e resultados da quantificação dos immunoblots de proteínas 
Beclin-1 (A) e LC3 B II (B) para tecido adiposo epididimal (eTAB); Resultados expressos como razão 
das médias normalizadas com os respectivos controles endógenos. *Valores estatisticamente 
diferentes (p < 0,05). (NC = dieta normocalórica; NCJ = dieta normocalórica + 4% casca de 























Figura 4: Imagens representativas e resultados da quantificação dos immunoblots de proteínas 
Beclin-1 (A) e SQSTM-p62 (B) para tecido adiposo inguinal (iTAB); Resultados expressos como razão 
das médias normalizadas com os respectivos controles endógenos. *Valores estatisticamente 
diferentes (p < 0,05) (NC = dieta normocalórica; NCJ = dieta normocalórica + 4% casca de jabuticaba; 





 Estudos têm apontado influência de compostos bioativos na autofagia. 
Poulose, Fisher (23) avaliaram o efeito do extrato de polpa de açaí, rico em 
polifenóis, sobre a modulação da autofagia em células embrionárias de hipocampo e 
células HT22, de neurônios do hipocampo.  Os dados indicaram que o tratamento 
preventivo por extrato de açaí foi capaz de atenuar a disfunção da autofagia induzida 
por inibidores (Bafilomicina A1 e Wortmanina). Estes resultados foram atribuídos aos 
efeitos dos polifenóis, que aumentaram o turnover de autofagossomos e LC3B-II. 
Outro dado interessante é que o uso do açaí anterior ao tratamento das células com 
o inibidor de autofagia Bafilomicina A1, reduziu significantemente os efeitos 
negativos da disfunção na sinalização da autofagia. 
  A principal antocianina presente na casca de jabuticaba é a cianidina-
3-O-glicosídeo, cujo efeito biológico vem sendo demonstrado em estudos in vitro. 
Matsukawa, Inaguma (26) avaliaram o efeito desta antocianina na diferenciação de 
adipócitos 3T3-L1, verificando que a substância foi capaz de aumentar a expressão 
de proteínas envolvidas com a termogênese, como a PGC-1α e UCP-3, além de 
atenuar a diferenciação dos pré-adipócitos em novas células adiposas brancas e 
suprimir a atividade do fator de transcrição NFkB e consequente liberação de 
citocinas inflamatórias, como TNF-alfa.  Por outro lado, o aumento da atividade de 
NFkB em células adiposas pode ocorrer em resposta a ativação do receptor TLR-4 
por ácidos graxos saturados,  que dispara uma resposta inflamatória nos adipócitos 
e é visto como um elo entre a imunidade inata com o metabolismo (60).  
O aumento da expressão de fatores inflamatórios na obesidade e 
sobrepeso pode levar a um aumento da autofagia em tecido adiposo e vice-versa 
(5,10).  Acredita-se que a fase inicial da adipogênese é relacionada com o aumento 
da autofagia: isso porque a diferenciação dos adipócitos durante a hipertrofia do 
tecido requer uma remodelagem da célula gordurosa, com aumento de sua 
capacidade para armazenamento de triglicerídeos. Para tal, há necessidade de 
remoção de componentes intracelulares, como mitocôndria e peroxissomas, que 
cederão espaço ao glóbulo de gordura.  Esse mecanismo de remoção ainda não 
está totalmente elucidado, mas acredita-se que a autofagia atue diretamente no 
processo, contribuindo com a degradação de tais organelas e reorganização das 
células durante a hipertrofia (5, 61). Dessa forma, o efeito de compostos bioativos 





efeitos de dieta e compostos bioativos sobre o mecanismo neste tipo celular é 
incipiente. Com base em nossos resultados, verificamos que os marcadores de 
autofagia Beclin-1 e LCB-II apresentaram redução no tecido adiposo epididimal em 
animais alimentados com dieta hiperlipídica suplementada com casca de jabuticaba, 
corroborando com a proposta do presente trabalho (p < 0,05).  
Não foram observadas diferenças significativas em marcadores de 
autofagia no tecido adiposo inguinal. Tal dado pode ser associado a menor atividade 
metabólica do tecido subcutâneo em contrapartida ao visceral, cuja disfunção está 
fortemente associada a inflamação crônica de baixo grau e aumento do risco 
cardiovascular (59, 62).  
As proteínas Beclin-1 e LC3B-II ou p62/SQSTM vêm sendo utilizadas em 
estudos envolvendo autofagia por envolver a etapa inicial do processo, de elongação 
(Beclin-1) e final, de fechamento (LC3B-II, localizado na membrana do 
autofagossomo) (10, 63). Já a proteína SQSTM/p62 interage com a LC3B-II, e é 
fundamental para o recrutamento de agregados proteicos ao autofagossomo, sendo 
por fim, degradada no autofagolisossomo (64). Desta forma, a diminuição da 
concentração das proteínas Beclin-1 e LC3BII pode estar relacionada à redução do 


















Figura 5: Imagem representativa do immunoblots de proteína MCP-1 para tecido adiposo inguinal 
(iTAB). Resultados da quantificação de proteínas, expressos como razão das médias normalizadas 
com os respectivos controles endógenos (NC = dieta normocalórica; NCJ = dieta normocalórica + 4% 
casca de jabuticaba; HL = dieta hiperlipídica; HLJ = dieta hiperlipídica + 4% casca de jabuticaba) (n = 





Além dos compostos fenólicos, as fibras dietéticas contidas no pó integral 
de casca de jabuticaba podem influenciar a resposta tecidual e metabólica. Por 
exemplo, a fibra solúvel presente na matéria-prima, como a pectina (65), pode ser 
utilizada como substrato para fermentação sendo biotransformado em ácidos graxos 
de cadeia curta (AGCC), como o acetato, o propionato e o butirato. Dentre os 
benefícios sistêmicos associados aos AGCC estão efeitos associados com a 
homeostase energética e redução do ganho de peso, devido à interação destas 
substâncias com receptores como o FFA2 e FFA3 (GPR43 e GPR41, 
respectivamente) em diferentes células, como adipócitos (66). A interação destes 
ácidos graxos com o receptor FFA2 parece suprimir a cascata de sinalização da 
insulina dentro dos adipócitos, resultando no menor acúmulo de gordura no tecido 
adiposo (67). Também tem sido evidenciado o efeito metabólico dos AGCC sobre 
perfil lipídico sanguíneo, visto que o propionato e acetato parecem inibir a lipólise em 
modelo animal via FFA2, reduzindo o conteúdo de ácidos graxos livres no plasma 
(66). 
Não foi encontrada diferença significativa na concentração de MCP-1, no 
tecido adiposo subcutâneo dos animais – iTAB, tanto em animais alimentados com 
dieta hiperlipídica como em animais alimentados com dieta normocalórica (Figura 
5). A proteína MCP-1 é uma importante citocina relacionada ao início da resposta 
inflamatória no tecido adiposo, durante a hipertrofia do mesmo, por meio do 
recrutamento de macrófagos ao tecido e posterior liberação de fatores inflamatórios. 
O menor conteúdo lipídico da dieta associado a um período experimental pequeno 
pode estar relacionado ao resultado, visto que estudos que avaliaram o papel da 
proteína na obesidade utilizaram dietas com conteúdo lipídico maior por maior 
período de tempo (68, 69).  
5. Conclusões 
 
A jabuticaba é um fruto nativo brasileiro rico em compostos bioativos. 
Devido ao alto conteúdo de compostos fenólicos, que estão relacionados a efeitos 
positivos à saúde, o fruto também vem sendo alvo de estudos envolvendo 





 Em nosso conhecimento, nenhum estudo avaliou o efeito da 
suplementação de jabuticaba, rica em compostos bioativos, sobre a modulação de 
processos envolvidos na homeostase do tecido adiposo, órgão central na 
manutenção da inflamação crônica de baixo grau e da disfunção metabólica da 
obesidade. Ainda que a influência de compostos bioativos e redução de marcadores 
autofágicos do tecido adiposo não tenham sido suficientemente exploradas, os 
resultados aqui apresentados demonstram que a adição do pó de jabuticaba 
influenciou o processo autofágico em tecido adiposo visceral de animais alimentados 
com dieta hiperlipídica em um período experimental curto. Contudo, o mesmo 
resultado não foi observado em tecido adiposo subcutâneo, o que pode estar 
relacionado à resposta metabólica mais tardia deste tecido a dietas hiperlípidicas, 
conforme vem sendo demonstrado na literatura. Apesar dos animais alimentados 
com dieta normocalórica com adição de casca de jabuticaba terem apresentado um 
maior volume de tecido adiposo que animais alimentados com dieta normocalórica, 
não foram observadas diferenças em marcadores de autofagia a nível molecular ou 
de inflamação, o que pode indicar que um maior  conteúdo de gordura presente nas 
dietas hiperlipídicas/hipercalóricas pode gerar uma resposta a autofagia diferente 
nos adipócitos.   
Sendo a autofagia um processo de extrema importância na manutenção 
da proteastase, redução do estresse e na sobrevivência celular no tecido em 
questão, tal achado reforça a necessidade do olhar mais atento aos mecanismos 
moleculares implicados nos efeitos benéficos do consumo da casca de jabuticaba 
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CAPÍTULO 3 - Jaboticaba improves lipid profile and decrease autophagy 
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Jaboticaba (Myrciaria sp.) is a Brazilian fruit rich in bioactive phenolic compounds, 
with several applications as a nutraceutical. Autophagy presents a defective 
regulation in adipose tissue in obesity, being associated with the disease’s 
physiopathology. The aim of this study was to evaluate the effects of freeze-dried 
Jaboticaba peel extract (FJE) on autophagy markers in two fat depots of white 
adipose tissue: epidydimal white adipose tissue (eWAT) and inguinal white adipose 
tissue (iWAT), serum lipid profile and liver histological characteristics of mice fed a 
normocaloric diet or high-fat diet for 6 weeks. The treatment with FJE could modulate 
autophagy markers in epidydimal adipose tissue (eWAT), considered one of the most 
metabolic active fat depots, in animals fed with HF diet, through the reduction of 
Beclin-1 and LC3II and an increase of SQSTM-p62. This change is not followed by 
MCP-1 reduction, suggesting that autophagy may be fundamental to adipocyte 
remodeling at the beginning of adipocyte hypertrophy, before the monocyte 
recruitment and onset of low-grade inflammation. The decrease in eWAT weight and 
total body weight also was observed in treated animals. Furthermore, the treatment 
ensured benefits in the whole metabolism, as improved lipid profile, insulin sensitivity, 
and a decrease of fat accumulation in the liver. In conclusion, the results suggest that 
short time FJE supplementation is an effective strategy to improve dysfunctional 
autophagy signalization in adipose tissue caused by high-fat diet. 
 
Keywords: Phenolic compounds; Anthocyanins; Fat depot autophagy; dyslipidemia  
 
1. Introduction 
The Jaboticaba is a fruit native in South America that belongs to the 
Myrtaceae family. Known as the “Brazilian berry”, the fruit has ubiquitous distribution 
in the Brazilian biomes, with higher occurrence in Atlantic forest region [1]. The tree 
is generally small and the flowers and fruits borne directly on the trunks and 
branches [2].  When matured, the fruit present a white pulp (mainly composed by 
sugars), and a dark peel, whose health effect it has attracted the attention.   
The dark color is attributed to high phenolic compounds content, where 
the anthocyanins cyanidin-3-O-glucoside and delphinid-3-O-glucoside are present in 
high concentrations [3].  Other polyphenols, like  ellagitannins, gallotannins, ellagic 





effects of Jaboticaba peel showed high antioxidant activity ‘in vitro’ and ‘in vivo’ [3, 5], 
beyond antiproliferative and antimutagenic activities [5], attenuation of oxidative 
stress [6],  improvement of insulin sensitivity [7] and other harmful effects caused by 
high-fat diet [6, 8].  
The high consumption of fats in diets is amongst the most important 
environmental factors for obesity and overweight development. Studies in 
experimental models showed that the Western diets consumption is associated with 
obesity and comorbidities, to increase the insulin resistance and the type II diabetes 
development [9]. An important feature by Western diet is the high content of 
saturated fats, mainly represented by palmitic acid [10], a fatty acid with inflammatory 
potential in many cells models [11-13]. The palmitic acid is found in high amounts in 
palm oil. Currently, data report that palm oil is the most important vegetable oil in the 
world [14], due its wide application in food industry, like in processing of candies, 
cakes, cookies, non-dairy creamers, peanut butter, chips, chocolate and frozen 
meals [15].   
The effects of high-fat diet can be observed in many tissues and 
determines the dysfunction of adipose tissue (AT), which is able to secrete cytokines, 
being considerate an endocrine organ. The obesity and the consequent adipocytes 
hypertrophy and hyperplasia [16], can lead to a chronic low level of inflammation in 
AT orchestrated by the recruitment of monocytes and upregulation of the secretion of 
adipokines, such as MCP-1, IL-1 and TNF-α [17, 18]. To contribute to the defective 
AT, many other mechanisms involved on cellular homeostasis are affected by obesity 
and overweight, as autophagy. Autophagy is a cellular pathway involved in protein 
and organelle lysosomal degradation [19].  The autophagy activation in AT is primary 
related to nutrient deprivation [20, 21]. Recently, studies have found that an 
increased autophagy is associated to AT dysfunction and can represent a 
mechanism to compensate the AT stresses generate by diet, overweight and obesity 
[16, 21, 22].   
Previous studies refer that the autophagy can be modulated by bioactive 
compounds [23, 24], like polyphenols, with alteration in levels of Beclin-1, LC3B II 





improvement of nonalcoholic liver disease [25] and oxidative stress in neurons [26]. 
However, in our knowledge, no study evaluated the effect of bioactive compounds in 
dysfunctional autophagy modulation in AT caused by high fat diet.  
The aim of this study was to evaluate the effects of freeze-dried 
Jaboticaba ethanolic extract (FJE) administration on autophagy markers in white 
adipose tissue and associate the findings to the liver morphology and serum lipid 
profile in C57BL/6 mice fed a normocaloric diet or high-fat diet (with palm oil as 
prevalent fat) for short-time (6 weeks). We hypothesized that short-time high-fat diet 
could alter autophagy markers in adipose tissue and that FJE, with high content of 
polyphenols and antioxidant capacity, would attenuate this dysfunction and improve  
other metabolic parameters in mice.  
 
2. Material and Methods 
2.1. Freeze-dried jaboticaba peel extract and analyses 
Jaboticabas were acquired in Campinas Central Supply - CEASA 
(Campinas, SP, Brazil), during 2012 harvest season. The fruits were washed and 
peels were separated manually from the pulp. The jaboticaba peels were frozen a -
18ºC, and dried in freeze-dryer (LP1010, Liobrás, São Carlos, São Paulo, Brazil). 
After, the product was milled to get a homogeneous powder and stored at -80ºC in 
dark package, until preparation and analysis. The centesimal composition of freeze-
dried jaboticaba peel (FJP) was descripted by Lenquiste et al. [8].  
The ethanolic extract was prepared mixing 1g FJP powder with 10mL 
(1:10) of ethanol:water solution (50% v/v). After, the mixture was primarily extracted 
in ultra-sonic bath (USC 2500, Unique, Indaiatuba, São Paulo, Brazil) during 30 
minutes, at amber vessel and room temperature, and filtered by vacuum. Then, was 
weight half of initial mass of powder remaining in filter paper (0.5g) and extracted 
again with 5 mL of ethanol:water (50% v/v) solution in ultra-sonic during 10 minutes,  





The solvent (ethanol) was evaporated using rotary evaporator (MA120, 
Marconi, Piracicaba, São Paulo, Brazil) at 35ºC. Finally, the extract was stored in 
dark packaging until analyses.    
For extract characterization, the total phenolic content (TPC) was 
determined by Follin-Ciocalteu method, according Singleton et al. [27] using gallic 
acid as standard. The flavonoids total content was determined by Herald et al. [28] , 
with catechin as standard. The monomeric anthocyanins were determined by pH 
differential method described by Fuleki and Francis [29]. 
For analyze to antioxidant capacity of extract in vitro, the ORAC 
hydrophilic assay was carried according to Ou et al. [30], using Trolox solution as 
standard curves and fluorescein as the fluorescence probe (AOAC Method 2012.23).  
All assays were done in triplicates with volumes adjusted for microplates. 
The readings were performed in microplate reader SynergyHT, Biotek (Wionooski, 
USA). The data were analyzed with Gen5™2.0 data analysis software. All the results 
for phenolic compounds were expressed in mg/mL extract and mg/g dry peel, and for 
ORAC assay in µmol TE/mL and µmol TE/g dry peel.   
 
2.2. Chromatography analyses   
2.2.1. Analytical conditions for chromatography of FJE by UPLC-QToF-MS 
The majority anthocyanins (cyanidin-3-O-glucoside and delphinidin-3-O-
glucoside) identification and quantification was done through LC-MS/MS. The 
analysis were performed in an Ultra-performance liquid chromatography (UPLC) 
model system Acquity M-Class coupled to mass spectrometer model Xevo G2-XS 
QToF (Waters Milford, MA, USA), using electrospray ionization and Q-TOF as mass 
analyser. The data was acquired through MasLynxTM  software version 4.1 and the 
tools TargetLynx and MassFragment were used for molecules quantification and 
identification, respectively. The figure 1 (A and B) presents the chemical structures 





The chromatographic separation was done using a column Acquity 
UPLC® BEH C18 (1,7 µm, 2,1 mm x 100 mm; Waters, Milford, MA, USA). As mobile 
phase was employed a ternary mixture between a TFA 0.2% aqueous solution (A) 
and acetonitrile/methanol (80/20 v/v) + 0.2% TFA (B), in gradient mode for elution 
described in Table 1. All analysis was performed at 40ºC, flux of mobile phase at 
0.5mL/min and injection volume at 2µL. 
The mass spectra were acquired in positive ionization mode, using a 100-
1000m/z mass range. The optimized parameters for ionization were as follows: 2.5 
kV= capillary voltage, 40V = cone voltage, temperature of ionization font = 130ºC, 
desolvation temperature = 600ºC, desolvation gas flow rate =   900L h-1. Nitrogen 
was used as desolvation gas and argon as collision cell. In order to obtain the exact 
mass of target molecules, a leucine encephalin solution was used as reference 
solution (Lockspray) in positive mode. The ion [M+H]+ m/z 556.2864 for leucine 
encephalin was used as Lockmass, through infusion of 5µL than one solution with 
concentration 2ng.g1. The equipment calibration was performed with a 0.05mM 
sodium formate solution, infused a flow rate of 10µL.min-1.   
 








Acetonitrile/Methanol (80/20 v/v) 
+ 0.2 % TFA 
% A % B 
0 90 10 
1.00 90 10 
1.50 85 15 
3,00 50 50 
3,01 10 90 
3,50 10 90 
3,51 90 10 


























Figure 1: (1) Mass spectra obtained for delphynidin-3-O-glucoside using low collision energy 
(A) and high collision energy (B) and anthocyanin structure. (2) Mass spectra obtained for 
cyanidin-3-O-glucoside using low collision energy (A) and high collision energy (B) and 
anthocyanin structure 
 
2.2.1.1 Anthocyanins: identification and quantification 
MSE experiments were performed with two functions: one, applying low 
energy collision (6V) and other, applying a crescent range energy collision (10-50V) 
(Figure 1). This approach allows to get, through the low-collision energy spectrum, 










   
  
 










spectrum,  information  about  the  fragments  obtained  from  precursor  ion.  Therefore, 
from the low-energy collision spectrum, was possible to determinate the exact mass 
and the mass error for each analyte, and through the high-energy collisium spectrum 
was possible to verify the main mass fragments obteneid for each molecule.
  For anthocyanins quantification, the analytic method previously developed 
was  validated  based on  the  recommendations  of  the  validation  guide  provide  by 
VICH  (Veterinary  International  Conference  Harmonization,  1999) follows the 
parameters:  selectivity/specificity, matrix effect,  linearity,  accuracy/recovery, 
precision,  intraday  and  interday  precision,  detection  limit  (LOD)  and  quantification 
limit (LOQ) [31]. The samples were diluted previously in methanol and filtered before 
being  injected  in  Ultra  High  Pressure  Liquid  Chromatography  Mass  (UHPLC-MS)
system.  Three  samples  were  analyzed,  each  being  prepared  in  duplicate for  assay. 
The  analytical  standards  of  cyanidin-3-O-glucoside  and  delphinidin-3-O-glucoside
were provided by Extrasynthèse (Genay, France).
2.3. Animals and experimental design
  Forty  male  mice  C57BL/6  (age 21  days)  were  obtained  from 
Multidisciplinary  Center  for  Biological  Investigation,  University  of  Campinas. 
Campinas,  Brazil. This  work  was  approved  by  Ethics  Commission  on  Animal  Use
(CEUA/Unicamp, protocol number 4308-1), and followed all the ethical requirements 
of  the  Brazilian  College  of  Animal  Experimentation  (COBEA).  Animals  were 
maintained in growth period for 8 weeks, receiving commercial diet (Nuvilab CR-1 ®, 
Nuvilab, Colombo, Paraná, Brazil). With 13 weeks, the mice were randomized in four 
groups (n=10/group), separated in individual cages, and received experimental diets 
for 6 weeks. Diets were based in Ludwig, et al. [17] with some adaptations according 
to  AIN-93  M [32]. The mice  were assigned  into the following  four groups:  (a)  Group 
fed with normocaloric diet (24% protein, 67.5% carbohydrate, 5% fat, 3.5% minerals 
and  1%  vitamins)  and  administered  a  daily  oral  gavage  of  freeze-dried  jaboticaba 
peel extract (NC + FJE) (b) Group fed with normocaloric diet and administered a daily 
oral gavage of water (NC + water) (c) Group fed with high-fat diet (24% protein, 25% 
fat, 44.5% carbohydrates, 3.5% minerals and 1% vitamins) and administered a daily 





high-fat diet and  administered a daily oral gavage of water (HF + water). Detailed 
diet compositions and energy values of diets were described in table 2. After 6 
experimental weeks, the fasting mice (4 hours) were anaesthesid (Cetamin: 
100mg/kg and Xilazin:10mg/kg) and blood samples were taken from the heart. 
Serum was obtained by centrifugation (1500g for 10min at 4ºC) and frozen at -80ºC 
until use. The epididymal adipose tissue (eWAT), the inguinal adipose tissue (iWAT) 
and the liver were removed and processed according to the subsequent analysis. 
The interscapular brown adipose tissue (iBAT) was removed and weighty.  
During the trial, mice were weighed weekly and food intake was measured 























The dose of FJE was calculated based in polyphenols content and 
previous studies utilizing freeze-dried jaboticaba added in diet [6-8]. Every day, each 
animal received, in polyphenols content, 2,26mg gallic acid equivalent/day 
Ingredient (g/kg diet) NC HF 
Soybean oil 50 50 
Palm oil - 200 
Cholesterol 0.13 0.38 
Corn starch 505.95 305.70 
Maltodextrin 56 56 
Sucrose 50 50 
Cellulose 50 50 
Caseine (84% protein) 238.09 238.09 
Butylhydroxytoluen 0.15 0.15 
Dl-α-tocopheryl acetate 0.18 0.18 
L-cystine 2 2 
Vitamins (Mix) 10 10 
Minerals and trace elements 35 35 
Choline-chloride 2.50 2.50 
Macronutrients (kcal/kg) 
Fat 450.0 2250.0 
Carbohydrates 2447.8 1646.8 




NC = Normocaloric diet; HF = High fat diet 





(approximately 10mL/kg mice).  For maintenance the polyphenols content, the 
aliquots of FJE was kept frozen, in dark packs, and placed in room temperature 
shortly before use, and the gavage was administered every day at similar times. The 
preparation of FJE was performed weekly and TPC was determined in each 
prepared batch (data not presented). The administration vehicle was the water used 
for the extraction.Diets were packed in dark polyethylene bags and stored at -20ºC to 




Figure 2: Design of experimental protocol.  
¹Freeze-dried jaboticaba peel extract; ²Epididymal white adipose tissue; ³lnguinal white adipose tissue; 
 
2.4. Insulin and glucose tolerance test  
An intraperitoneal insulin tolerance test (iITT) and oral glucose tolerance 
test (oGTT) were performed on food-deprived (6 h) mice at 4 and 5 wk of experiment, 





Care) handheld glucometer, and appropriate test strips were used. The iITT was 
performed according to Carvalho, et al. [33] with adaptations. Thereby, mice 
receiving intraperitoneal inject with 0.5U/kg body of human insulin (Novolin R, Novo 
Nordisk), and the glycemia was measured in 0, 10, 15, 30 and 60m. The constant 
rate for glucose disappearance (kITT) was calculated with the glucose values in the 
first 15 minutes of test. For oGTT, the protocol recommended by Andrikopoulos et al. 
[34] was performed, with glucose solution administration through of oral form, 
considered the most physiological way. For this, 2g/kg of glucose were administered 
orally and the glycemia was measured in 0, 15, 30, 60, 90 and 120min. After, the 
area under curve (AUC) of glucose was calculated.     
 
2.5. Serum samples analyses 
The lipid profile in serum was determined using commercial kits in animal 
in 4 hours/fasting, immediately after the eutanasia (Wiener Lab Group, Rosario, 
Argentina). For this, the concentration of total triglycerides (TG), total cholesterol and 
HDL-cholesterol were determined with enzymatic techniques. The LDL-cholesterol 
was calculated according to the Friedwald formula adapted for rodents [35] as the 
equation described below. All results were presented in mmol/L.  
LDL-c = Total cholesterol – HDL-c-(TGx0.16) 
2.6. Western-blot assay 
Immediately after euthanasia, the epididymal adipose tissue (eWAT) and 
inguinal adipose tissue (iWAT) were extracted following anatomic tissue localization 
described by de Jong et al. [36]. The tissues were homogenized in freshly prepared 
ice-cold extraction protein buffer (Trizma Base 100mM pH 7.4; EDTA 10mM; SDS 
10%, sodium fluoride 100mM, Sodium pyrophosphate 10mM, sodium orthovanadate 
10mM and deionized water) using Politron ® PT 10-35 (Brinkmann).  After, the 
homogenate was heated at 95ºC/10min and insoluble material was removed by 
centrifugation at 4ºC/40min (9000 g). The protein concentration of the supernatant 
was determined using the Bradford dye-binding method. The supernatant was 





bromophenol blue, 50% glycerol, 10% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 2% 
mercaptoethanol) and boiled for 10 min before separation by electrophoresis in 10% 
(for proteins with high molecular weight) or 15% (for proteins with low molecular 
weight) SDS-PAGE using a miniature gel apparatus (BioRad, Richmond, CA, USA). 
After the electrophoresis, the proteins were transferred to nitrocellulose membranes 
by semi-dry blotting (20V for 35min) with TransBlot SD Semi-dry Transfer Cell 
(BioRad). Then, to avoid non-specific binding, the membranes were blocked 
overnight with 5% BSA and after blotted with specific antibodies as follows: anti-
Beclin 1 (rabbit polyclonal, ab16998, Abcam); anti-LC3B (rabbit polyclonal, ab48394, 
Abcam), anti-SQSTM/p62 (rabbit polyclonal, ab91526, Abcam), anti-MCP-1 (rabbit 
polyclonal, sc1785, Santa Cruz Biotechnology) and anti-β-actin (rabbit polyclonal, 
ab8227, Abcam).  Following the membranes were incubated with specific 
secondary antibodies for one hour at room temperature. Specific bands were 
detected by chemiluminescence and band intensity was quantified by densitometry 
(UN-Scan-it Gel 6.1, Silk Scientific Inc, Orem, Utah USA).   
 
2.7. Liver histological examination  
After euthanasia, pieces from right hepatic lobe were fixed for 24 hours in 
6% formalin solution diluted in PBS pH 7.4. After fixation, the tissues were washed in 
ethanol 70%, with subsequent dehydration in a crescent ethanol concentration 
series. After, the fragments were diaphanized with xylol for two hours and embedded 
in paraffin (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). The material was sectioned in 
microtome (Hyrax M60, Zeiss, Germany) with 5µm thickness. The histological 
sections were stained with hematoxylin and eosin (H&E). 
The histopathologic analyze of liver was performed through of light 
microscope (Nikon Eclipse E-400, Nikon, Tokyo, Japan) and the software NIS-
Elements/Image (for photography) and Image Pro-Plus (for category measurement). 
A reticulum with 420 intersections was projected over ten random images, captured 
with 40x objective, for each animal (n=3). Four thousands and two-hundred points 
per animal were measured, and these were distributed in the following categories: 





vessel. From this data, it was possible to calculate the proportion (%) of each 
component.   
 
2.8. Statistical analyses 
Analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, 
Inc., La Jolla, CA,USA). The data are show in mean ± SD. The data normality was 
evaluated by Shapiro-Wilk test. For data that presented parametric distribution, the 
Student’s unpaired t-test was assessed and data with not parametric distribution was 
evaluated by Mann Whitney test (Group HF versus group HF+FJE and group NC 
versus NC+FJE).  P values lower than 0.05 were considered statistically significant.  
 
3. Results 
3.1. FJE as a source of polyphenols 
The results demonstrated high values of total phenolic compounds and 
antioxidant capacity in FJE. The values for TPC of 12.36 ± 1.79 mg gallic acid 
equivalents/mL FJE, for flavonoids 2.19 ± 0.05 mg catechin equivalents/mL, for 
monomeric anthocyanins 1.02 ± 0.04 mg cyanidin-3-O-glucoside equivalents/mL and 
antioxidant activity by ORAC assay of 92.83 ± 6.24 µmol Trolox equivalents/mL.  
These data also were calculated in mg/g dry peel, to compare with other 
studies: thus, the values obtained is following: 123.60 ± 17.92 mg gallic acid 
equivalents/g dry peel for TPC, 22.33 ± 0.54 mg catechin equivalents/g dry peel for 
flavonoids, 9.56 ± 1.15 mg cyanidin-3-O-glucoside equivalents/g dry peel for 
monomeric anthocyanins and 928.31± 62.49 µmol Trolox equivalents/g dry peel for 
ORAC.  
Two anthocyanins were found in jaboticaba peel extract: the cyanidin-3-O-
glucoside (0.93± 0.03mg/mL of FJE or 9.32 ± 0.39 mg/g dry peel) and delphinidin-3-
O-glucoside (0.10 ± 0.00mg/mL of FJE or 1.04 ± 0.02 mg/g dry peel). The mass 





energy collision (A) and high energy collision (B) are shown in figure 1. The table 3 
presents the data obtained by UPLC-QToF-MS. 
Table 3: Anthocyanins identified in the Freeze dried jaboticaba peel extract 
 
3.2. FJE alters weight-related parameters without change the food intake 
A smaller final body weight was found in the HF + FJE compared to HF 
group (26.58 ± 0.81g/animal 29.35 ± 0.39g/animal; p<0.05, respectively) (Figure 3B), 
however, differences in the food intake (kcal/day) between of these groups was not 
observed (Figure 3C). Our data indicate that, despite the higher energy density of 
the HF diet, body weight did not increase in six weeks, when compared to the 
normocaloric diet groups. This may have occurred due the short time of the 
experimental diet that was offered in this study. However, the FJE supplementation 
was effective in reducing the body weight in treated animals.   
To investigate whether the FJE alters the weight in adipose tissue, 3 fat 
depots in mice were weighed immediately after the extraction: the epidydimal (eWAT) 
and inguinal white adipose (iWAT) tissue and the interscapular brown adipose tissue 
(iBAT). The HF+FJE increased the weight of iBAT significantly (Figure 4C), in 
comparison to animals fed with HF diet who did not receive the extract (p<0.01). 
Interestingly, the eWAT weight gain was significantly lower with FJE treatment 


























































































































































Figure 3: (A) Corresponds to the increase in body weight (g/mouse) during treatment (6 
weeks). (B) Total final body weight (mean ± SD) per group. (C)  Daily energy intake in 
kcal/day/mouse for 6 weeks. Significant differences between means are presented as: 
*p<0.05; ** p<0.01 NC = Normocaloric diet; NC = Normocaloric diet plus freeze dried 
jaboticaba peel extract; HF = High-fat diet; HF + FJE = High-fat diet plus freeze dried 


































































































































Figure 4: Fat depots weight (A) eWAT - Epidydimal adipose tissue (mean ± SD) per group in 
g/tissue. (B) iWAT - Inguinal adipose tissue (mean ± SD) per group in g/tissue. (C) iBAT - 
Interscapular brown adipose tissue (mean ± SD) per group in g/tissue. Significant differences 
between means are presented as: *p<0.05; ** p<0.01NC = Normocaloric diet plus freeze 
dried jaboticaba peel extract; HF = High-fat diet; HF + FJE = High-fat diet plus freeze dried 
jaboticaba peel extract (n = 8-10 animals per group) 
 
3.3. FJE improved lipid profile and insulin sensitivity in mice  
The results showed a significant reduction of the total serum triglycerides 
in both supplemented groups (p<0.05) (Figure 5D). No differences were found for 
the total cholesterol (Figure 5A) or HDL- cholesterol level (Figure 5C). However, the 
LDL-cholesterol levels were lower in animals that received the FJE fed with HF diet 
(p<0.05) (Figure 5B).  
The AUC values for the oGTT were not different even in the treated 
















































































































































constant rate for glucose disappearance (p<0.05) for the animals fed with HF diet + 


















Figure 5: Lipid profile after fasting for 4 hours (A) Total cholesterol (mmol/L) – Data 
expressed in mean ± SD (B) LDL cholesterol (mmol/L) - Data expressed in mean ± SD. (C) 
Total HDL cholesterol (mmol/L) -  Data expressed in mean ± SD.; (D) Total triacylglicerides 
(mmol/L) -  Data expressed in mean ± SD. Significant differences between means are 
presented as: *p<0.05;; NC = Normocaloric diet plus freeze dried jaboticaba peel extract; HF 


































































Figure 6: (A) Glucose AUC during oral glucose tolerance test; (B) kITT during intraperitoneal 
insulin tolerance test. Two tests are performed after mice fasting for 6 hours. *p < 0.05; NC = 
Normocaloric diet plus freeze dried jaboticaba peel extract; HF = High-fat diet; HF + FJE = 
High-fat diet plus freeze dried jaboticaba peel extract. (n=6 per group) 
 
3.4. The modulation of autophagy markers by FJE is diet and fat depot 
dependent and is not associated to the reduction of MCP-1 in mice  
 
Significant differences were observed in all the autophagy markers in 
eWAT (Figure 7) both for animals fed with high-fat diet.  The result for Beclin-1, an 
autophagy nucleation step protein, shown a reduction of 0.5 fold in eWAT for treated 
animals fed with HF diet, compared to the no-treated group. For SQSTM/p62, which 
is degraded by autophagy after binding with the LC3, an increase of 1.45-fold was 
observed. Lastly, a reduction of 0.5 fold was observed for LC3B-II, a marker for 
autophagic vacuole closing. Together, this data show a possible reduction in 
autophagy process, accompanied by lower weight eWAT, demonstrating a possible 
relation between increase of autophagy markers and adipocyte hypertrophy. 
Autophagy is necessary in cells exposed to stress, including low grade-inflammation, 
adipose tissue hypoxia (observed in overweight and obesity) [37], or oxidative stress 
induced by high-fat diet, for example [38]. ,  
But autophagy markers reduction was not observed in iWAT (Figure 8). 
This is an important result, indicating that the modulation of autophagy markers in AT 
could be fat depot dependent, and the response for treatment occur first in visceral 





























































































































subcutaneous. In male mice, the eWAT is the largest adipose depots, demonstrating 







NC NC+FJE        HF     HF+FJE 
Figure 7: Protein content of autophagy markers and representative western blotting for in eWAT. 
(A) Beclin-1 and β-actin; (B) LC3B II and β-actin; (C) SQSTM/p62 and β-actin. Data are present 
in mean ± SD. Significant differences between means are presented as: *p<0.05; 
NC = Normocaloric diet plus freeze dried jaboticaba peel extract; HF = High-fat diet; HF + FJE = 
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The MCP-1 is a chemokine that, when secreted by adipocytes, promotes 
the monocyte migration into the adipose tissue [18]. The macrophage infiltration in 
white adipose tissue is considered a factor for chronic low grade inflammation 


























































NC NC+FJE        HF     HF+FJE 
NC NC+FJE    HF HF+FJE NC NC+FJE    HF HF+FJE 
A B 
C 
Figure 8: Protein content of autophagy markers and representative western blotting for in 
iWAT. (A) Beclin-1 and β-actin; (B) LC3B II and β-actin; (C) SQSTM/p62 and β-actin. Data 
are present in mean ± SD.  
NC = Normocaloric diet plus freeze dried jaboticaba peel extract; HF = High-fat diet; HF + 













































































been related with obesity degree [40]. In this study, we identify that MCP-1 
concentration significantly decreased in mice fed with NC diet plus FJE, both in 















Figure 9: Concentration of MCP-1 and representative western blotting in adipose tissue. (A) 
MCP-1 and β-actin. (B) MCP-1 and β-actin. Significant differences between means are 
presented as: *p <0.05 **p <0.01. NC = Normocaloric diet plus freeze dried jaboticaba peel 
extract; HF = High-fat diet; HF + FJE = High-fat diet plus freeze dried jaboticaba peel extract. 
(n=3-4 per group) 
 
3.5. FJE effect on liver morphology 
 
 The morphological examination showed that, in all groups, the cytoplasm 
represents the major percent of cellular component in hepatocytes. This data reflect 
the highest prevalence of typical morphology in liver: central nucleus (mononuclear 
or binuclear), hepatocytes in hexagonal structure and blood vessel normally 
distributed, among cells. However, animals fed with HF diet had higher lipid 
accumulation in hepatocytes than animals that received HF diet plus FJE (p<0.05), 
with total percent mean of 2.39% ± 0.24 and 1.57 ± 0.06, respectively (Figure 10 – 
HF and HFJ; Figure 11- B). The microvesicular steatosis regions were observed 
mostly in the centrilobular zone. The infiltrating inflammatory cells presence were 

















Figure 10: Photo micrographs of the liver morphology (hematoxylin-eosin staining). Microvesicular steatosis identified in the mice fed a HF 
diet is indicated by the blue arrow and the black arrow represents an area with infiltrating inflammatory cells. Scale bar = 50µm. NC = 

























































































































































































Figure 11: Quantitation of the abundance of specific histological features in liver. Values 
shown are average percentage (%) of the total points/area. (A) Total Cytoplasm. (B) Fat 
droplet. C) Binucleate hepatocytes. (D) Mononucleate hepatocytes. (E) Blood vessel. 
Significant differences between means are presented as: *p<0.05 (n=10 photomicrograph for 






A little daily amount of FJE (with 2,26mg gallic acid equivalent/day - 
approximately 10mL extract/kg animal day) was required for positive effects on 
the modulation of autophagy cellular signaling mechanisms in adipose tissue. 
The improvement of lipid profile and insulin sensibility and reduction of fat 
droplets in liver were also improved. 
The values for total phenolic, flavonoids and monomeric 
anthocyanins and the antioxidant capacity in FJE were higher or similar in the 
present study compared to values found in other investigations, using other 
extraction methods. The best condition for phenolics compounds recovery from 
jaboticaba peel obtained by Rodrigues et al [41] using  ultrasonic bath and 
employing 46% v/v EtOH acidified with HCl (pH 3.5) resulted in a yield of 
92.8mg/g dry peel of gallic acid equivalents for TPC and 4.8 mg/g dry peel of 
cyanidin-3-O-glucoside equivalents for monomeric anthocyanins. Santos et al. 
[42] employed PLE (Pressurized Liquid Extraction) for jaboticaba peel 
extraction, using ethanol 99.5% as solvent (evaporated after extraction), 
reported a recovery of TPC of 18.15mg gallic acid equivalent/g dry material and 
for anthocyanins, an amount of 2.13mg cy-3-glucoside/g dry material 
(conditions - Pressure:5 MPa, temperature: 80ºC and static extraction time: 9 
min). 
Anthocyanins are important bioactive compounds from jaboticaba, as 
they are responsible for the dark fruit peel [2]. The prevalent anthocyanin 
identified in the sample was cyanidin-3-O-glucoside, whose concentration is 
approximately nine-fold higher than delphinidin-3-O-glucoside, another 
anthocyanin found in the crop.  Plaza et al. [4] assessed a “polyphenols profile” 
for jaboticaba peel, using HPLC-DAD-ECD-CAD; for this, the extraction was 
performed with sonication and solvent mixture of water/ethanol/formic acid 
(94/5/1 v/v). The results presented the cyanidin-3-O-glucoside as the 
anthocyanin with major concentration (28.66 ± 0.40mg/g dry peel) in the extract, 
followed by delphinidin-3-O-glucoside (3.56 ± 0.01mg/g dry peel). Therefore, 
the effectiveness of ethanol and water mixtures, coupled with technologies 





generally recognized as safe (GRAS) solvents, contrasting to classically used 
solvents (as methanol and some acids, especially strong acids), both from the 
economic and sustainable point and health safety point of view [43].   
The data about the effect of jaboticaba peel on body mass are 
divergent and described in different experimental models. While Dragano et al. 
[7] did not observe differences in body weight and food intake in Swiss mice fed 
with high-fat diet added freeze-dried jaboticaba (2%) for 8 weeks, Lenquiste et 
al. [8] verified that the use of jaboticaba peel supplementation for 6 or 12 weeks 
in diet (2%) or the use of jaboticaba peel aqueous extract as substitute for 
drinking water (2%). for the same period, was able to reduce de body weight of 
Wistar rats fed with High-fat and fructose diet [8]. In agreement with the results 
found in the present study, conducted in C57BL6 mice, the previous study by 
Wu et al. [44] showed the effect protective of purified phenolic compounds 
extracted in mulberry against body weight gain and comorbidities. For this, mice 
were fed with high-fat diet for 12 weeks, and supplemented with anthocyanins-
rich extract with 40mg/kg or 200mg/kg. Besides the lower cumulative body 
weight, the reducing weight of fat depots, as epididymal adipose tissue, was 
followed. 
The visceral white adipose increase is an important link between 
inflammation, insulin resistance, and dyslipidemia [45]. In rodents, the 
epididymal adipose tissue in one of the largest adipose depots, and may be 
primarily increased in animals fed with Western diet [39]. It shows the 
importance of this fat depot in obesity and overweight, where the tissue 
hypertrophy observed is associated to changes in cellular pathways, as 
systemic low-grade inflammation (stimulated by proinflammatory cytokines 
release) and modulation of autophagy [13].  
The dysfunctional, stressed and hypertrophic adipose tissue is 
associated with an upregulation of autophagy in mice and a defective regulation 
of this process [21]. The lower levels of the proteins involved in the autophagic 
machinery in the group HF supplemented with FJE, leads to the belief that the 
addition of the extract was able to reduce the autophagy in adipose tissue as 





the protein SQSTM-p62, a marker of protein degradation, was increase in 
eWAT.   
The increase of autophagy in adipose tissue in overweight and 
obesity could happen in response a diet with high content of saturated fat (via 
TLR-4 receptor activation)[46, 47]; by increase of reactive oxygen species 
(ROS) in response to oxidative stress (through of DAPk-PKD phosphorylation, 
that activates the Vps34-Beclin 1 complex and initiate of autophagic vacuole 
formation) [48]; or because of higher adipogenesis and adipocyte remodeling, 
that requires the part degradation of intracellular components (as mitochondria), 
to give space to lipid storage in fat droplet form, usually unilocular [46]. Both the 
TLR-4 activation, and increase at ROS or adipocyte hyperplasia/hypertrophy 
can activate an inflammation cascade, through of JNK, IKK and NFkβ activation 
[47, 48].  
On the other hand, studies showed that bioactive compounds 
present in berries, have an anti-inflammatory effect through the ability to 
suppress transcription factor NFkβ, leading to lower proinflammatory cytokines 
release and low-grade inflammation, in adipose tissue [49, 50]. 
The effect of anthocyanins presents in jaboticaba peel in autophagy 
regulation in different cells has been studied [50-53]. Jin et al. [51] identified that 
the effect of delphinidin-3-O-glucoside in the improvement of vascular 
endothelial cell injury induced by oxidized LDL (a key event in the 
atherosclerosis pathogenesis) occur through upregulation AMPK/SIRT1 
pathway activation. The SIRT1 interacts with essential components for the 
initiation autophagy step, as Atg 5 and 7, promoting autophagy (demonstrated 
by an increase in LC3B, an autophagy marker).  In the same way, Talagavadi et 
al. [52] showed that cyanidin-3-O-glucoside, extracted by blood orange juice,  
was able to activate the AMPK and suppress the kinase mTOR/S6K both in 
murine hepatocytes and Hela cells, as in hepatic cell from C57BL6 mice, fed 
with normocaloric diet or high fat diet, after acute administration, that improve 
glucose tolerance in animals treated. Furthermore, the activation of AMPK is 





Paradoxically, a significantly Beclin-1 concentration increase was 
found at eWAT in animals that received normocaloric diet and extract. It is 
known that the Beclin-1 is also related to the initiation phase of autophagy, 
when it is phosphorylated by ULK 1 in Ser 14, which increases the Atg14L 
activity in the complex VPS34. The activation of the complex between Beclin-1 
phosphorylated and VPS34 appears to be fundamental for autophagy induction 
[55]. Nevertheless, Beclin-1 was originally discovered not as an autophagy 
protein, but also as an interaction partner for the anti-apoptotic protein, also 
belonging to the Beclin family, the Beclin-2, an autophagy negative regulator 
[56, 57]. Recent study demonstrated that Beclin-1 can regulate the vacuolar 
protein sorting and the degradation of specific growth factor receptors [57]. 
However, despite Beclin-1 is described as a mediator of  different cellular 
trafficking pathways or regulator of other cellular function besides the 
autophagy, more studies should be performed for better elucidation for 
mechanisms involved. 
Adding to the upregulation of Beclin-1 in the eWAT of the mice 
received normacaloric and FJE a dowregulation of MCP-1 was observed as a 
sign of a benefit. Studies have demonstrated the ability of polyphenols to 
reduce the concentration of MCP-1 in adipose tissue over an extend time of 
concomitant treatment with the HF diet consumption [58, 59].  Despite the 
reduction in the NC group a reduction in MCP-1 levels was not found for the HF 
group supplemented. It is possible that the short time used could contribute for 
this difference. 
Other positive effect observed in mice fed with HF diet supplemented 
with FJE was the significant reduction of fat droplets in liver, demonstrated by 
morphology analyze. Polyphenols could present hepatoprotective effects, due 
to decreasing oxidative stress and inflammation, and the extract use seems to 
have advantages over the use of isolated compounds, such synergic effects 
between bioactive compounds, and a better mimic real situation in dietary 
patterns [60]. Same results were observed by Park et al. [61] using polyphenol 
grape peel extract in C57BL6 mice fed with HF diet for 10 weeks, where the 





related with liver fat droplet decrease is unclear. But, it could have a relation 
with autophagy improvement in hepatocytes, considering the potential of 
polyphenols in increasing autophagy in this tissue [25]. However, studies 
evaluating autophagy markers are necessary to confirm the hypothesis.   
The FJE improved the lipid profile in mice fed both NC as HF diet. 
Previous studies demonstrated a capacity by jaboticaba peel supplementation 
against increase of total triglycerides in rats and mice fed with HF diet. ‘In vitro’ 
assay demonstrated that polyphenols could inhibit the activity of pancreatic 
lipase [62]. Alezandro et al. [63] showed that diabetic rats fed with normocaloric 
diet plus 0.1% or 0.2% aqueous extract from jaboticaba peel, during 40 days, 
showed a significant decrease in Total cholesterol and Total triacylglycerol in 
treated mice. In this study, we demonstrated a significantly decrease in LDL-
cholesterol in animals fed with HF diet plus FJE. High LDL-cholesterol 
concentrations in blood are associated with increase of atherosclerosis risk. The 
protecting effect by phenolic and anthocyanins on LDL seems to have a relation 
with high capacity for scavenging radical species for those substances, 
interaction with peroxyl radicals at LDL surface [64], among others.         
Thus, we conclude that FJE has a great potential for nutraceutical 
applications in obesity. It was clearly related to the modulation of three different 
autophagy markers in the epididymal adipose tissue in the animal fed with HF 
diet and treated with FJE for short-time, associated a lower tissue weight. This 
effect was primarily observed in the visceral adipose tissue that is considered 
the most metabolic active fat depot. Furthermore, the treatment ensured 
benefits in the whole metabolism, as lipid profile, insulin sensitivity and 
reduction in the lipid accumulation in hepatocytes in animals fed with HF diet + 
FJE. However, no significant difference was observed in the MCP-1 protein 
concentration, an important inflammatory marker in adipose tissue, in relation to 
the group fed with HF diet. Conversely, differences in autophagy markers were 
not observed in animals fed with NC diet, but the extract was able to 
significantly reduce the concentration of the inflammatory marker MCP-1. This 
may indicate that effect of treatment with polyphenol extract may be diet-





flux as it could definitely confirm the decrease of the autophagy. To our 
knowledge, this is the first study that investigate the influence of a jaboticaba 
polyphenol-rich extract in the autophagy in adipose tissue of mice during a short 
time of HF-diet feeding C57BL6 mice, thus more studies are need to investigate 
the promising effect of the FJE on this process and others metabolic process. 
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• FJE is rich in polyphenols and anthocyanins;  
• FJE extract improve lipid profile in serum of mice; 
• FJE reduces the body weight of C57BL/6 mice feed with HF diet, 
without alter the food intake; 
• FJE reduced fat droplet accumulation in liver; 
• The concentration of autophagy markers alters significantly in 
epididimal adipose tissue in animals treated with FJE and receiving HF diet, 
suggering reduction of autophagy signalization primarily in this fat depot; 
• The concentration of MCP-1 reduces significantly in both fat 
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Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que 
uma suplementação com casca de jabuticaba é capaz de reduzir a sinalização 
da autofagia no tecido adiposo epididimal em animais alimentos com dieta 
hiperlipídica por um período curto de tempo.   
Evidências epidemiológicas apontam que o consumo de dietas ricas 
em frutas e vegetais está relacionado à redução da incidência de doenças 
coronarianas, diabetes e doenças degenerativas. Um dos fatores está 
relacionado ao conteúdo de compostos bioativos presente em tais alimentos. 
Por definição, substâncias bioativas são elementos essenciais ou não 
essenciais que ocorrem na natureza e fazem parte da cadeia alimentar e 
podem ter um efeito à saúde (1). Dentre os compostos bioativos estão os 
compostos fenólicos que, devido ao grande número de grupos hidroxilas na 
estrutura, apresentam considerável propriedade redox por meio da desativação 
de espécies reativas de oxigênio (ROS), como radicais hidroxila e peróxido, 
peróxido de hidrogênio e oxigênio singlete (2).  
Com grande capacidade antioxidante, a casca da jaboticaba 
(Myrciaria sp.), fruta nativa da América do Sul e com grande ocorrência no 
Brasil, apresenta grande quantidade de compostos fenólicos com atividade 
biológica, como antocianinas (que conferem a cor arroxeada a casca), ácido 
elágico e ácido gálico. Tais atividades vêm sendo demonstradas por meio de 
estudos in vitro e in vivo, onde se verificou que a casca da jabuticaba apresenta 
atividade antiproliferativa em células (3), pode aumentar a sensibilidade à 
insulina (4), níveis de HDL-colesterol (5) e sistema antioxidante em fígado e 
plasma (6) de animais alimentados com dieta hiperlipídica. Recente estudo 
demonstrou que o uso de extrato aquoso ou suplementação com casca de 
jabuticaba em dieta foi capaz de reduzir significativamente o ganho de peso 
total em ratos alimentados com dieta rica em frutose e lipídeos, tanto em 
animais alimentados previamente com dieta experimental por 6 semanas e 
após suplementados concomitantemente a dieta por 6 semanas, como em 
animais suplementados por todo o período experimental, de 12 semanas  (7). 





‘berries’ de característica similar à jabuticaba (8; 9), sugere que o tipo e o 
conteúdo de compostos bioativos da casca do fruto tem influência na 
adipogênese e hipertrofia de adipócitos, características inerentes ao 
desenvolvimento do sobrepeso e obesidade.  
Sabe-se que o desenvolvimento da obesidade tem relação com o 
aumento anormal do tecido adiposo, atualmente considerado um tecido 
endócrino com capacidade de secretar diversas citocinas que orquestram uma 
resposta inflamatória sistêmica e de baixo grau. Esta resposta imune parece ter 
relação o aumento da quimiotaxia de macrófagos ao tecido e secreção de 
interleucinas.  Em nível de tecido adiposo, o aumento exponencial de 
adipócitos no curso da obesidade, leva diversos efeitos fisiológicos, como 
hipóxia e  angiogênese, tornando a inflamação crônica e subclínica. A ativação 
de células imunes, associada a outros fatores, pode levar ao aumento de 
espécies reativas de oxigênio e stress oxidativo (10). Nesse contexto, o 
aumento do volume do tecido adiposo leva a uma remodelagem dos adipócitos, 
que sofrem tanto hipertrofia como hiperplasia, sendo que diferentes vias de 
sinalização estão envolvidas com tais fenômenos. Recentemente, demonstrou-
se que o aumento da autofagia pode estar relacionado à expansão do tecido 
adiposo e desenvolvimento da obesidade (11; 12; 13; 14).  
O intuito do primeiro experimento (Capítulo 2) foi avaliar o efeito da 
casca como suplemento alimentar, ou seja, com conteúdo integral adicionado a 
dietas formuladas sobre o mecanismo de autofagia e inflamação no tecido 
adiposo em curto espaço de tempo (4 semanas). Sabendo que a casca de 
jabuticaba é fonte de fibras dietéticas solúveis e insolúveis, e que as mesmas 
apresentam efeito positivo na regulação do metabolismo de lipídeos, os 
resultados encontrados podem ter sido devido a sinergia entre compostos 
bioativos e fibras. Em virtude de a literatura sugerir que o emprego de extratos 
ricos em compostos fenólicos apresentam efeitos em mecanismos relacionados 
a disfunção do tecido adiposo na obesidade, e de forma a eliminar possíveis 
interferentes da matriz alimentar, o segundo experimento (Capítulo 3)  avaliou o 
efeito isolado dos compostos fenólicos presentes na casca de jabuticaba, por 





mecanismo de autofagia e inflamação no tecido adiposo também em curto 
espaço de tempo (6 semanas).  
Além da redução de marcadores de autofagia, o emprego do extrato 
por 6 semanas foi capaz de diminuir a massa do tecido adiposo epididimal, 
concomitantemente ao menor ganho de peso, em animais alimentados com 
dieta hiperlipídica. Também foi observada diminuição das concentrações 
séricas de triglicerídeos totais e LDL-colesterol, além do aumento de 










A autofagia é um processo de degradação de proteínas e organelas 
inerente à vida e com conexão com diversos processos fisiológicos e 
patológicos, ativada primariamente como um processo protetivo para a célula 
em situações de estresse. Um aumento da autofagia foi identificado 
primeiramente em caso de escassez prolongada de nutrientes, com o intuito de 
favorecer a degradação de estoques energéticos e manutenção da 
homeostase via gliconeogênese.   Paradoxalmente, atualmente sabe-se que o 
processo também está aumentado na obesidade, relacionando-se a 
adipogênese.  Uma possível via do aumento do processo durante a 
diferenciação de adipócitos e diz respeito à necessidade de reorganização da 
célula, com aumento da degradação de componentes intracelulares, como a 
mitocôndria, de forma a possibilitar maior armazenamento intracelular de 
triacilgliceróis nas gotículas de gordura, em geral uniloculares (15). A 
desregulação da atividade da mitocôndria em adipócitos também parece estar 
relacionada ao aumento da produção de ROS (10).  
  Com base nos resultados apresentados, verifica-se que a 
administração de casca de jabuticaba por curto espaço de tempo é efetiva na 
da sinalização da autofagia em tecido adiposo epididimal, tanto em forma de 
extrato como suplementado a dieta. Contudo, a necessidade diária de extrato é 
inferior à quantidade de casca de jabuticaba ingerida. A quantidade de casca 
de jabuticaba liofilizada suplementada na dieta dos animais (4%) necessária 
para ter-se um efeito na autofagia do tecido adiposo foi de 2.61g de casca 
liofilizada/dia (considerando o rendimento da liofilização de 4.2% e a 
quantidade média de dieta consumida por animal diariamente). Já utilizando 
condições de obtenção de extrato hidroetanólico rotaevaporado, a indicação 
diária de consumo de casca diminui aproximadamente 1.5 vezes (para 0.95g 
de casca/dia).  Isso pode ocorrer tanto devido ao efeito exercido por 
componentes da matriz alimentar sobre a biodisponibilidade dos compostos 
bioativos (visto que componentes como proteínas e fibras podem exercer efeito 





mesmo complexando-se com tais compostos, como é o caso da caseína), 
como pela via de absorção (a administração via gavagem aumenta a 
biodisponibilidade dos compostos majoritários do extrato, como antocianinas, 
visto que estes são liberados diretamente sobre o pH ácido estomacal, o que 
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